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As miosinas de classe V, amplamente distribuídas em sistemas eucarióticos desde 
leveduras até vertebrados, são um dos mais caracterizados motores moleculares da 
superfamília das miosinas e desempenham um papel chave no transporte intracelular de 
vesículas, organelas e RNA mensageiro. As miosinas V consistem de duas cadeias pesadas 
idênticas que se dimerizam através da formação de uma estrutura coiled-coil e sua 
arquitetura tridimensional pode ser dividida em três distintos domínios: a porção N-
terminal ou domínio motor que apresenta os sítios de interação com ATP e actina; a porção 
central ou pescoço formada por 6 domínios IQ, responsável pela regulação e interação com 
calmodulina; e a porção C-terminal que inclui a região coiled-coil e o domínio de ligação 
de cargas celulares também conhecido como domínio cauda globular (GTD). Uma das mais 
importantes questões pertinentes até hoje é como ocorre a sinalização e a interação entre as 
vesículas/organelas e o domínio globular C-terminal das miosinas V. Neste estudo, foram 
resolvidas as estruturas dos domínios cauda globular das miosinas Va, Vb e Vc humanas, 
revelando pequenas mudanças estruturais que levam a diferenciação funcional e, ainda, um 
novo mecanismo redox que controla a dimerização do GTD de forma independente do 
coiled-coil, que é exclusivo para a miosina Vc. As alterações estruturais induzidas pela 
fosforilação do GTD também foram exploradas, mostrando que o estado fosforilado possuí 
uma flexibilidade menor, podendo estar envolvido na regulação do estado inibido e/ou 
reconhecimento de cargas nucleares. Além disso, os sítios de ligação à carga e ao domínio 
motor foram estruturalmente anotados, indicando uma conservação de resíduos envolvidos 
na interação com adaptadores para o transporte de peroxissomos e proporcionando detalhes 
da inibição da atividade motora pelo GTD. Estes resultados contribuem para a compreensão 
dos determinantes estruturais para o transporte de carga, auto inibição e mecanismos de 
regulação dos motores de miosina V. 
Além dos resultados obtidos com a cauda globular, alguns problemas cristalográficos como 
o problema da fase, pseudo-simetria e ordem-desordem cristalina foram abordados 
(descrito nos Apêndices 9.3 e 9.4). Patologias cristalinas como ordem-desordem parcial ou 
total podem estar relacionadas a valores elevados de Rfactor e Rfree, mesmo após a conclusão 
do refinamento, ou mesmo à dificuldade de resolução da estrutura. Problemas de ordem-
desordem rotacional parcial e pseudo-simetria foram observados em cristais de uma 
hidrolase glicosídica (TpAbn). Nesse caso, valores satisfatórios de Rfactor e Rfree foram 
obtidos somente após um minucioso processamento dos dados e redução da simetria. Além 
disso, os dados dos GTDs das miosinas de classe V foram utilizados como caso teste para o 
desenvolvimento de novas metodologias de faseamento ab initio em média e baixa 
resolução (2 – 3 Å) em colaboração com o grupo de Prof. Dr. Isabel Usón (IBMB, 
Barcelona, Espanha). Utilizando o programa ARCIMBOLDO foi possível resolver a 
estrutura do GTD-MioVb a 2,1 Å utilizando apenas duas hélices de poli-Ala de 22 resíduos 
(7,5% do conteúdo da unidade assimétrica), mostrando o grande potencial desta 





The class V myosins (MyoVs) are widely distributed in eukaryotic organisms from 
yeast to vertebrates, being one of the most characterized molecular motors of the myosin 
superfamily. MyoVs play a central role in the intracellular transport of vesicles, organelles, 
messenger RNA and proteins. MyoVs consist of a coiled-coil-stabilized dimer of two 
identical heavy chains and their general structure can be divided into three distinct 
domains: the N-terminal portion or motor domain which binds both actin and ATP; the 
central portion or neck formed by 6 IQ domains, responsible for the regulation and 
interaction with calmodulin; and the C-terminal portion that includes the coiled-coil region 
and the cargo-binding domain also known as globular tail domain (GTD). One of the most 
important issues still obscure so far is how occurs the interaction between the cargoes and 
the globular C-terminal domain of myosin V. Here, we have solved the globular tail domain 
structures of the three human MyoV paralogs (Va, Vb and Vc), revealing subtle structural 
changes that drive functional differentiation and a novel redox mechanism controlling the 
GTD dimerization process, which is unique for the MyoVc subclass. The structural changes 
induced by the phosphorylation of GTD have also been explored, showing that the 
phosphorylated state is less flexible and may be involved in the regulation of the auto-
inhibition mechanism and/or in the recognition of nuclear cargoes. Moreover, the cargo- 
and motor-binding sites were structurally assigned indicating the conservation of residues 
involved in the recognition of adaptors for peroxisome transport and providing high-
resolution insights into motor domain inhibition by GTD. These results contribute to the 
understanding of the structural requirements for cargo transport, auto-inhibition and 
regulatory mechanisms in myosin V motors. 
In addition to the results obtained with the GTD structures, some crystallographic 
problems, such as the phase problem, pseudosymmetry and lattice order-disorder were 
discussed (described in Appendices 9.3 and 9.4). Crystal pathologies such as partial or total 
order-disorder may be related to high values of Rfactor and Rfree, even at late stages of 
crystallographic refinement, or even hindering the structure determination. Problems of 
partial rotational order-disorder and pseudosymmetry were found in TpAbn crystals where 
only after a careful data processing and symmetry reduction was possible to obtain 
satisfactory values of residuals (Rfactor and Rfree). Moreover, data from MyoV GTDs were 
used as a test case for the development of new methodologies for ab initio phasing at 
medium and low resolution (2 – 3 Å) in collaboration with the group of Prof. Dr. Isabel 
Usón (IBMB, Barcelona, Spain). Using the program ARCIMBOLDO we have solved the 
GTD-MioVb structure at 2.1 Å using only two 22-residue-long poly-Ala helix fragments 
(7.5% of asymmetric unit content), showing the great potential of this methodology for data 
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1.1 Motores moleculares - Miosinas 
Todas as células precisam mover e posicionar suas organelas e vesículas nos locais 
corretos ou onde são necessárias, e para isso elas necessitam de proteínas que irão 
promover o transporte vetorial dessas “cargas” ao longo da célula. Essas proteínas são 
conhecidas como motores moleculares por possuírem a capacidade de se deslocar no 
interior das células através dos filamentos do citoesqueleto. Existem três classes principais 
de motores moleculares, as dineínas e as quinesinas, que percorrem grandes distâncias na 
célula através dos microtúbulos, e as miosinas que se deslocam através dos filamentos de 
actina, principalmente na periferia celular (Alberts et al., 2002a). 
Miosinas são motores moleculares que constituem uma superfamília de proteínas 
responsáveis pela movimentação ao longo dos filamentos de actina, convertendo a energia 
química da hidrólise do ATP em força mecânica, estando envolvidas em processos de 
contração do músculo liso e esquelético, citocinese e transporte de vesículas (Coluccio, 
2007; Sellers, 2000). A primeira miosina identificada foi aquela que compõe as fibras 
musculares – moléculas diméricas com duas cadeias leves associadas e uma longa cauda 
dupla α-hélice (coiled-coil) responsável pela dimerização da molécula e formação de 
filamentos. As miosinas musculares diméricas foram denominadas miosinas II ou 
convencionais. Na década de 70 foi identificada em ameba uma molécula semelhante à 
miosina muscular, mas apresentando tamanho menor. Esta miosina que não se enquadrava 
ao padrão convencional foi denominada de miosina não convencional ou miosina I, por ser 
uma molécula monomérica, exibindo heterogeneidade classe-específica em termos de 
sequência, composição de subunidade e cinética (De La Cruz e Ostap, 2004; Mooseker e 
Foth, 2008). Estudos genômicos, baseado na análise de sequências, têm revelado a 
existência de aproximadamente 35 classes de miosina (Odronitz e Kollmar, 2007). No 
genoma humano são encontrados cerca de 40 genes relacionados à superfamília miosina, 
codificando 12 dessas classes (Krendel e Mooseker, 2005). 
Este grande número de genes e classes são a base da diversidade estrutural e 
funcional das miosinas (Figura 1.1), que inclui as miosinas em inúmeros eventos celulares 
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como a contração muscular (miosina II), formação e manutenção de projeções celulares 
(miosina XV), tráfego de vesículas e organelas (miosina V e VI), sinalização celular 
(miosina V), etc. (Sellers, 2000). 
 
 
Figura 1.1. Diversidade estrutural e funcional das miosinas. Em (a) Diagrama esquemático 
demonstrando as estruturas das diversas classes de miosina e os domínios que as compõe ao longo 
da sequência. As principais classes de miosinas de vertebrados estão representadas na figura. Os 
números romanos à esquerda em negrito indicam as classes seguidas de um exemplo. Em (b) uma 
representação esquemática das estruturas correspondentes as classes mostradas em (a) utilizando o 
mesmo esquema de cores para os domínios. Note que algumas classes de miosinas podem ser 
monoméricas ou diméricas. Em azul, domínio motor; ++, regiões de carga positiva; SH3, domínio 
de homologia à SRC3; CC, regiões coiled-coil; MyTH4, domínio de homologia à cauda de miosina 
4; Zn2+, domínio de ligação ao zinco; rhoGAP, domínio da proteína de ativação GTPase, e PH, 
plecstrina domínio de homologia; RA, domínio de associação a Ras; FERM, domínio proteína 4.1, 






1.2 Miosinas da classe V 
 
1.2.1 Aspectos gerais e funcionais 
As miosinas da classe V (MioV) são amplamente distribuídas em organismos 
eucariotos, sendo encontradas desde organismos unicelulares, como leveduras, até 
organismos mais complexos, como humanos (Odronitz e Kollmar, 2007). Esta classe 
desempenha papéis fundamentais no tráfego de membranas e organelas, vesículas 
secretórias, RNAm, lipídeos e proteínas (Hammer III e Sellers, 2011; Hammer III e 
Wagner, 2013). Em levedura, as miosinas de classe V incluem a miosina 2 e miosina 4 
(Mio2p e 4p) e são importantes para o transporte e correta localização de vesículas 
secretórias (Govindan et al., 1995), vacúolos (Hill, Catlett e Weisman, 1996; Catlett e 
Weisman, 1998), mitocôndria (Itoh et al., 2002), peroxissomos (Hoepfner et al., 2001; 
Fagarasanu et al., 2006), complexo de Golgi (Rossanese et al., 2001) e microtúbulos astrais 
(Beach et al., 2000; Yin et al., 2000). 
Em humanos são encontradas três miosinas pertencentes a esta classe, a miosina Va 
(MioVa), miosina Vb (MioVb) e miosina Vc (MioVc) (Hammer III e Sellers, 2011; 
Odronitz e Kollmar, 2007). Estas três miosinas são diferencialmente expressas e 
apresentam funções específicas dependendo do tipo celular (Rodriguez e Cheney, 2002). 
As MioVs de mamífero, principalmente a MioVa, têm sido estudadas estrutural e 
funcionalmente de forma extensiva, sendo a classe de miosina mais estudada depois da 
miosina muscular (miosina II). 
A Miosina Va é essencialmente expressa no cérebro e nos melanócitos, tendo um 
importante papel fisiológico, estando relacionada à manutenção da homeostasia celular, 
uma vez que desempenha funções vitais como o transporte de vesículas até a membrana, 
que é fundamental para processos como a comunicação celular e transdução de sinal 
(Olkkonen e Ikonen, 2006; Trybus, 2008).  
Em neurônios, está envolvida em vias de sinalização relacionadas à liberação e 
recaptação de neurotransmissores, bem como de seus receptores na membrana. Um 
exemplo são os receptores de glutamato do tipo AMPA (ácido amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiônico) (GluR1 e GluR2), estes receptores, que são responsáveis por 
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estímulos excitatórios no sistema nervoso, normalmente encontram-se expressos nos 
neurônios, ficando estocados em vesículas citoplasmáticas e quando necessário translocam-
se para a membrana na fenda sináptica. Assim, sua atividade é em parte regulada pela 
MioVa que é importante para o transporte do receptor da base até a sinapse do dendrito 
especialmente durante a potenciação de longa duração (LTP) que é um processo neuronal 
fundamental para o aprendizado e memória (Correia et al., 2008; Petralia et al., 2001). A 
MioVa é, também, normalmente encontrada em células cromafínicas que são células 
neuroendócrinas responsáveis pela secreção de catecolaminas, epinefrina, noraepinefrina, 
dopamina e encefalinas para a corrente sanguínea através da exocitose das vesículas 
cromafínicas (Trifaró, Glavinovic e Rosé, 1997). A inibição da MioVa promove a 
interrupção do transporte de vesículas de reserva para fusão e liberação indicando o 
envolvimento direto da MioVa no processo de secreção de vesículas cromafínicas (Rosé et 
al., 2003). Outra função, ainda ligada ao sistema nervoso, é a reciclagem do receptor de 
acetilcolina no terminal pós-sináptico da junção neuromuscular, onde a MioVa é relevante 
para a translocação dos receptores internalizados de volta para a membrana, através da 
regulação da via da PKA (Röder et al., 2010; Röder et al., 2012). 
Além disso, uma das funções mais estudadas e descritas da MioVa é o seu 
envolvimento no transporte dos melanossomos (vesículas contendo melanina) nos 
melanócitos. O transporte se dá através de um complexo adaptador formado pela MioVa 
que interage diretamente com proteína melanofilina encontrada na membrana do 
melanossomo associado à proteína Rab27a (Ras-related protein Rab27a) (Wilson et al., 
2000; Menasche et al., 2000; Bahadoran et al., 2001). Estudos cristalográficos e de 
ressonância magnética nuclear demonstraram que o domínio cauda globular da MioVa liga-
se diretamente a um domínio não estruturado da melanofilina e que a interação com MioVa 
não é capaz de induzir a estruturação da melanofilina, indicando um papel chave da 
desordem inerente da melanofilina no recrutamento da MioVa (Wei et al., 2013; Geething e 
Spudich, 2007). 
Mutações nos genes que codificam para as proteínas envolvidas no transporte do 
melanossomo levam a uma doença autossômica recessiva conhecida como síndrome de 
Griscelli. Mutações no gene MYO5A (codificador da miosina Va) levam a uma dramática 
deficiência na pigmentação da epiderme e pelos, devido a um defeito no transporte de 
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melanossomos resultando no acúmulo dessas vesículas na região perinuclear dos 
melanócitos (Provance et al., 1996). Mutações tanto no domínio N-terminal catalítico como 
na região C-terminal (domínio cauda globular) resultam no mesmo fenótipo (Huang et al., 
1998). Mutações em outros dois genes, RAB27A e MLPH (melanofilina), levam a 
fenótipos idênticos quanto a pigmentação, sugerindo que ambas as proteínas têm um papel 
essencial no mesmo mecanismo de transporte do melanossomo (Strom et al., 2002).  
Apesar de inúmeros estudos mostrarem o envolvimento da MioVa em diversas 
funções importantes, os seus mecanismos regulatórios ainda são pouco entendidos. Além 
da auto inibição, outros mecanismos podem regular a função da MioVa (detalhes sobre o 
mecanismo de auto inibição estão descritos na seção 1.2.2). Alguns estudos demonstraram 
que a fosforilação da serina 1652, localizada no domínio cauda globular, pela proteína 
quinase dependente de Ca2+/Calmodulina II (CaMKII), está envolvida na modulação do 
transporte intracelular. Quando fosforilada a MioVa apresenta uma localização nuclear, 
podendo estar envolvida principalmente com regulação do ciclo celular (Karcher et al., 
2001; Pranchevicius et al., 2008). 
A MioVb é ubiquamente expressa, sendo encontrada principalmente em células 
epiteliais do intestino (Bement et al., 1994; Rodriguez e Cheney, 2002). Diferentemente da 
MioVa, a MioVb e Vc são menos estudadas, possuindo menos evidências quanto as suas 
funções. 
Uma função muito estudada da MioVb é o seu papel fundamental na reciclagem de 
membrana plasmática, um processo essencial para a manutenção e regulação de 
componentes da membrana como bombas, canais e receptores em células de mamíferos 
(Alberts et al., 2002b; Lapierre et al., 2001). Este processo pode variar quanto a sua 
regulação dada a grande variedade de componentes da membrana que podem ser reciclados 
e o tipo celular onde ocorre o processo, porém diversos estudos tem mostrado um papel 
central da família de proteínas Rab nesse processo, indicando um possível envolvimento 
das MioVs. Por exemplo, Rab11a é fundamental para a reciclagem do receptor de 
transferrina através de um sistema de reciclagem perinuclear, e, juntamente com Rab25, 
para a transcitose e reciclagem apical do receptor de imunoglobulina A polimérica (pIgA-
R) em células epiteliais do rim (Lapierre et al., 2001). Nesse contexto, a MioVb foi 
encontrada participando da reciclagem do pIgA-R e do receptor de EGF (fator de 
5 
crescimento epidermal) através da formação de um complexo ternário com a Rab11-FIP2 
(Rab11 family interacting protein 2) e Rab11a, e também da reciclagem de receptores 
muscarínicos M4 de acetilcolina após a internalização induzida pelo agonista em células 
PC12 (precursoras neuronais) (Hales, Vaerman e Goldenring, 2002; Lapierre et al., 2001; 
Lapierre e Goldenring, 2005). A reciclagem de outros receptores em neurônios, como o 
receptor opióide μ, via Rab4 e 11, e receptores AMPA, via Rab11, também é dependente da 
MioVb, bem como a translocação do transportador de glicose 4 (GLUT4) em células 
musculares (Ishikura e Klip, 2008; Smith, Santhanam, Alexander, 2013; Wang et al., 2008). 
Ainda envolvendo processos endocíticos, resultados recentes tem apontado a participação 
da MioVb na captação do peptídeo Aβ42, responsável pela formação das placas amilóides 
na doença de Alzheimer, em neurônios da retina de galinha (Oliveira et al., 2012). 
Além disso, de forma similar a MioVa, a MioVb também está envolvida no tráfego 
intracelular e reciclagem dos receptores de glutamato do tipo AMPA em neurônios, 
juntamente com Rab11, indicando uma sobreposição funcional com a MioVa, podendo, 
possivelmente, compensar a função uma da outra (Lisé et al., 2006). 
A MioVc foi o membro da classe V de miosina mais recentemente identificado, 
sendo a menos estudada das três. É expressa principalmente em células epiteliais, 
principalmente no epitélio glandular (Rodriguez e Cheney, 2002). Considerando a atividade 
mecanoquímica, a MioVc é a menos ativa entre os membros da classe V, sendo considerada 
não processiva (possuindo ~10% da capacidade processiva em relação à MioVa e Vb), 
apresentando uma menor afinidade pelos filamentos de actina, o que impede a 
movimentação por distâncias mais longas como as MioVa e Vb (Takagi et al., 2008; 
Watanabe et al., 2008).  
A maioria das funções descritas para a MioVc provém de estudos comparativos com 
outros membros desta classe, sendo que na maioria dos casos estas funções são 
compartilhadas com pelo menos um dos membros da classe. Nesse contexto, alguns 
estudos apontam a participação da MioVc, e MioVa, no processo transporte e exocitose dos 
grânulos de mucina (proteína altamente glicosilada e principal componente do muco), em 
células epiteliais globosas das vias aéreas. A MioVc e Va, parecem participar neste 
processo de secreção do muco, através da interação com as proteínas MCKS (myristoylated 
alanine-rich C kinase substrate) e CSP (cysteine string protein), de forma que essa 
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interação é aumentada quando a PKC (proteína quinase C) é ativada (Lin et al., 2010; 
Raiford et al., 2011). A interação entre MioVc e as Rabs 8 e 10 também já foi descrita 
indicando um possível papel na reciclagem de membrana, no tráfego de vesículas 
secretórias e no processo de transcitose do receptor de imunoglobulina polimérica, de 
forma similar a MioVb (Jacobs et al., 2009; Roland, Lapierre e Goldenring, 2009; Xu et al., 
2013). Outra função recentemente descrita, não muito comum entre as outras MioVs, é a 
participação da MioVc, associada a Rab8, no processo de liberação do vírus da dengue 2 
(Xu et al., 2009). 
Algumas funções são compartilhadas pelos três membros da classe V e são 
fundamentais para a manutenção da homeostasia celular, uma vez que medeiam o tráfego 
intracelular e a reciclagem de vários receptores de membrana, como já mencionado, e mais 
recentemente têm mostrado um papel importante como reguladores de vias de crescimento 
e proliferação celular, através do transporte de proteínas como a PTEN (Phosphatase and 
tensin homolog) e RILPL2 (Rab-interacting lysosomal protein-like 2) (Lisé et al., 2009; 
van Diepen et al., 2009). A PTEN (Phosphatase and tensin homolog) é uma fosfatase que 
atua principalmente como inibidor da via PI3K/Akt(PKB) (Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 3-kinase / Proteína quinase B), envolvida no crescimento e proliferação 
celular, atuando assim com supressor tumoral (Lee et al., 1999; Song, Salmena e Pandolfi, 
2012; Sulis e Parsons, 2003). A PTEN, apenas quando está fosforilada (pSer 380, pThr 382 
e pThr 383), interage com um grupo de lisinas localizadas no domínio cauda globular da 
MioVa (1757KKK1759), sendo que esta interação ocorre também com a MioVb e Vc (van 
Dipen et al., 2009). Desta forma a MioV exerce um importante papel no transporte da 
PTEN até a periferia celular, próximo da membrana, onde ela pode catalisar a 
desfosforilação do fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3) para 
fosfatidilinositol-(4,5)-difosfato (PtdIns(4,5)P2) antagonizando a ação da PI(3)K e inibindo 
vias inferiores de crescimento e proliferação celular (van Dipen et al., 2009). Outras 
interações com proteínas que possuem um papel chave em vias de crescimento e 
proliferação celular, como a PKA (proteína quinase A) e a RILPL2, além de outros estudos 
funcionais realizados com as MioVs já descritos na literatura, apoiam esse papel das MioVs 
na regulação do crescimento e proliferação celular (Karcher et al., 2001; Lisé et al., 2009; 
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Pranchevicius et al., 2008; Röder et al., 2008; Röder et al., 2010; Roland, Lapierre e 
Goldenring, 2009). 
Devido ao seu papel fundamental para o funcionamento da célula, algumas doenças 
humanas são relacionadas a mutações e ou deleções nos genes que codificam as MioVs. A 
mais conhecida é a síndrome de Griscelli, caracterizada principalmente pela presença de 
albinismo parcial. Além do albinismo parcial, a ocorrência de infecções frequentes, devido 
à imunodeficiência celular, e deficiências neurológicas também podem ser observadas 
dependendo do tipo específico da síndrome. De acordo com a localização da mutação a 
síndrome de Griscelli é denominada do tipo I (mutação na MioVa), tipo II (mutação na 
Rab27a) e tipo III (mutação na melanofilina) (Çağdaş et al., 2012; Menasche et al., 2000; 
Pastural et al., 1997). O tipo I constitui a forma mais grave da síndrome, no qual mutações 
no gene MYO5A (15q21, codificador da miosina Va) levam não apenas a uma dramática 
deficiência na pigmentação da epiderme e pelos, como já citado anteriormente, mas 
também a graves problemas neurológicos, devido a defeitos nas funções neuronais da 
miosina Va (Menasche et al., 2000; Pastural et al., 1997). Os pacientes com a síndrome de 
Griscelli do tipo I normalmente vão a óbito ainda na infância ou em casos raros se 
desenvolvem com grave deficiência mental e motora (Çağdaş et al., 2012).  
Diversas mutações no gene MYO5B (18q21, codificador da MioVb), incluindo a 
deleção dos últimos 54 resíduos do C-terminal, levam ao desenvolvimento da doença 
autossômica recessiva de inclusão das microvilosidades, caracterizada pela ausência de 
microvilosidades na superfície do enterócito e ocorrência de estruturas vacuolares contendo 
microvilosidades. Nesta doença ocorre ainda a localização incorreta do receptor de 
transferrina no enterócito, o que sugere que a deficiência ou o incorreto funcionamento da 
MioVb causa defeitos no tráfego apical e basolateral de proteínas (Müller et al., 2008). Os 
pacientes acometidos com a doença de inclusão das microvilosidades apresentam uma 
diarreia líquida intratável no período neonatal e normalmente vão a óbito ainda no primeiro 
ano de vida (Müller et al., 2008; Valente et al., 2011). 
Além disso, alguns estudos mostram a participação da MioVa e Vb em alguns tipos 
de câncer (Chen et al., 2009; Dong, Wang e Shen, 2013; Lan et al., 2010). 
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1.2.2 Aspectos estruturais 
A miosina Va, por ser a mais estudada, serve de modelo estrutural para as miosinas 
da classe V, de forma que as características gerais estruturais podem ser estendidas para 





Figura 1.2. Arquitetura estrutural das miosinas de classe V. (a) Diagrama mostrando a distribuição 
de domínios ao longo da sequência das miosinas V humanas. Os números entre as setas indicam a 
identidade aproximada entre as respectivas miosinas. (b) Esquema da estrutura dimérica das miosinas V 
utilizando o mesmo esquema de cores do painel (a). O primeiro segmento de coiled-coil possuí ~30 nm 
nas três miosinas. Note que a MioVc não possuí o sítio PEST. Em azul, domínio motor; em preto, 
motivos IQ; em verde, coiled-coil; em laranja, domínio cauda globular; em cinza (b), regiões 
desestruturadas; o P, representa o sítio de fosforilação da Ser1652 na MioVa (Karcher et al., 2001), que é 
conservado nos outros membros. Adaptado de Rodriguez e Cheney, 2002 utilizando informações 
disponíveis no cimobase (Odronitz e Kollmar, 2007).  
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A MioVa consiste de três domínios principais, cabeça, pescoço e cauda (Figura 1.2). 
A cabeça ou domínio motor, é o domínio N-terminal que desempenha as propriedades 
mecanoquímicas e contém os sítios de ligação de ATP e actina, é o domínio responsável 
pela interação direta com os filamentos de actina e por gerar pequenas mudanças 
conformacionais, induzida pela hidrólise do ATP, que dão origem ao movimento. A cabeça 
é seguida do pescoço, domínio responsável pela amplificação das mudanças 
conformacionais geradas pela hidrolise do ATP gerando o movimento. O pescoço é 
composto por seis regiões repetidas, denominadas motivos IQ, devido à sequência 
IQxxxRGxxxR, que são sítios de ligação de calmodulina (CaM) e de calmodulina-símiles, 
sendo responsável pela regulação do cálcio nos eventos mecanoquímicos. A MioVc diverge 
quanto a composição do pescoço, possuindo apenas cinco motivos IQ. O pescoço é seguido 
da cauda, domínio C-terminal que possui uma estrutura totalmente distinta de outras classes 
de miosinas e provavelmente desempenha funções de localização celular e interações 
proteína-proteína envolvendo ligação de organelas e vesículas para o transporte intracelular 
(Cheney et al., 1993; Coureux, Sweeney e Houdusse, 2004; Espreafico et al., 1992; Larson, 
1996; Liu et al., 2006; Nascimento et al., 1996; Trybus, 2008). A cauda pode ser 
subdividida em três regiões, do N- para o C-terminal, a cauda proximal, medial e distal ou 
globular (Figura 1.2). 
A cauda proximal é responsável pela dimerização da miosina Va através um longo 
coiled-coil, de forma que apenas o homodímero constitui o estado funcional. O coiled-coil 
presente na cauda proximal é interrompido por um sitio PEST, que contém os resíduos 
prolina (P), ácido glutâmico (E); serina (S) e treonina (T). Esta região pode ser clivada pela 
protease calpaína, in vitro, dando origem a meromiosina pesada, formada apenas pelo 
domínio motor, pescoço e cauda proximal. A função deste sítio PEST nas miosinas de 
classe V é desconhecia, de forma geral, na célula ela é responsável reduzir a meia-vida para 
proteína. A MioVc não possui o sítio PEST (Trybus, 2008). 
A cauda medial é formada por regiões desestruturadas e coiled-coil, e constitui a 
região codificada pelos éxons de A a F, passíveis de splicing alternativo. A presença ou 
ausência dos éxons B, D e F dão origem a diferentes isoformas da MioVa (Lambert et al., 
1998). A presença do éxon F, aumenta a afinidade pela melanofilina, sendo importante para 
o transporte de melanossomos no melanócito, de forma que isoforma mais abundante nos 
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melanócitos contém o éxon F (Fukuda e Kuroda, 2004; Trybus, 2008). Além disso, a 
presença do éxon B é essencial para a ligação da DYNLL2 (dynein light chain LC8b ou 
DLC2 - dynein light chain 2) que pode regular a estabilidade da região coiled-coil e levar a 
alterações conformacionais na miosina Va (Hódi et al., 2006; Wagner et al., 2006). De 
forma semelhante, a interação da Rab10 com as miosinas Va e Vb é dependente da 
presença do éxon D (Roland, Lapierre e Goldenring, 2009), mostrando a importância dessa 
região não só para estabilidade do dímero, mas também na interação com algumas 
proteínas. 
A cauda globular, também denominada domínio de ligação à carga ou domínio 
cauda globular (GTD), é a região C-terminal globular da miosina Va. A cauda globular é 
responsável pela maioria das interações relacionadas ao transporte de intracelular, sendo 
através dela que as cargas (vesículas, proteínas, etc.), juntamente ou não com proteínas 
adaptadoras, serão transportadas. Conforme exposto anteriormente, a cauda globular pode 
ser fosforilada, o que parece alterar sua função e localização celular (Karcher et al., 2001; 
Pranchevicius et al., 2008). Além disso, a cauda globular atua como um importante 
regulador da função mecanoquímica da Miosina Va através da ligação ao domínio motor. 
Na ausência de Ca2+ e/ou carga, a MioVa adota uma conformação “fechada”, na qual cada 
domínio motor se liga a um domínio cauda globular do próprio dímero, sendo essa 
conformação enzimática e mecanicamente inativa. Por outro lado, na presença da carga a 
MioVa adota novamente a conformação “aberta” e ativa que é capaz de promover o 
transporte processivo (Figura 1.3). Alguns estudos mostram que em altas concentrações de 
Ca2+ a MioVa apresenta a conformação aberta, porém possuindo apenas atividade 
ATPásica sem atividade motora, devido ao desligamento das CaMs do pescoço (Li et al., 
2008; Lu, Krementsova e Trybus, 2006; Thirumurugan et al., 2006; Trybus, 2008; Sellers e 
Weisman, 2007) (Figura 1.3). Desta forma, o domínio cauda globular não é apenas 
responsável pela interação com o cargo, mas também atua como um importante regulador 




Figura 1.3. Regulação da atividade da miosina Va. Na ausência de Ca2+ e carga, a miosina Va 
adota uma conformação dobrada que é inativa enzimaticamente e mecanicamente, na qual os 
domínios motores interagem com o domínio cauda globular. Na presença de Ca2+ (à esquerda), a 
miosina Va desdobra-se numa conformação que possui elevada atividade ATPásica, porém não 
consegue se deslocar sobre a actina pois o pescoço é enfraquecido mecanicamente pela dissociação 
das calmodulinas. Com a ligação da carga (à direita), a miosina Va fica estendida, possuindo 
atividade mecânica e enzimática. Adaptado de Hammer III e Sellers (2012). 
 
Apesar da importância desse domínio para a função das MioVs em eucariotos 
superiores, as informações estruturais são muito escassas e, até recentemente, as duas 
únicas estruturas relacionadas com o domínio de ligação ao cargo das miosinas V (GTD-
MioVs) que foram resolvidas provém da Mio2p e Mio4p de Saccharomyces cerevisiae com 
cerca de 20% de identidade com mamíferos GTD-MioVs (Heuck et al., 2010; Pashkova et 
al., 2006). A falta de coordenadas atômicas determinadas experimentalmente para os GTD-
MioVs de eucariotos superiores, particularmente de mamíferos, tem limitado muito a 
interpretação do grande volume de dados funcionais disponíveis, de forma que a 
caracterização estrutural e sua correlação com os dados funcionais disponíveis seriam de 
grande importância para o melhor entendimento do transporte intracelular mediado pela 






O envolvimento das miosinas de classe V no transporte de organelas e outros 
componentes intracelulares, processos biológicos essenciais para o funcionamento celular, 
desperta o interesse científico nos mecanismos envolvidos nestes supra-complexos 
macromoleculares, em especial a cauda globular das miosinas V que servem como domínio 
de sinalização e ligação direta a vesículas, organelas, proteínas e RNAm (Weisman, 2006; 
Sellers e Weisman, 2007). Diversos trabalhos de grande projeção, fornecendo dados 
estruturais do domínio motor da miosina Va têm sido publicados, o que mostra a relevância 
dos estudos nesta área de pesquisa. Entretanto, são muito escassas as informações 
estruturais do domínio cauda globular das miosinas V. No início deste projeto, havia apenas 
uma estrutura do domínio cauda globular da miosina Va de Saccharomyces cerevisiae, 
publicada por Pashkova et al. (2006), que revelou uma topologia predominantemente de 
hélices α. Porém, neste trabalho não há informações estruturais sobre o mecanismo de auto 
inibição e fosforilação da cauda globular. Além disso, as miosinas V humanas, ou mesmo 
de outros eucariotos superiores, apresentam significativa diferença na sequência comparada 
com as miosinas V de levedura, além de usarem mecanismos regulatórios distintos. 
Este estudo visou caracterizar biofísica e estruturalmente a cauda globular dos três 
membros da classe V de miosina humana, uma mecanoenzima postulada estar envolvida 
com a localização, transporte e/ou ancoragem de organelas em células eucarióticas. 
Utilizando-se de técnicas de biologia molecular, bioquímicas e biofísicas, buscamos 
avançar no conhecimento básico sobre a função e regulação desses motores moleculares em 
vertebrados, e também, indiretamente, nas implicações para doenças e disfunções celulares 
de interesse médico. 
Desta forma, fica explícito que o presente projeto de pesquisa poderá contribuir 
principalmente na área de ciência básica relevando informações cruciais do sistema de 
transporte intracelular e mecanismos regulatórios desses motores moleculares, mas também 
na área biomédica, uma vez que o envolvimento das miosinas V em doenças como câncer, 




3 OBJETIVOS GERAIS 
O objetivo deste projeto é expandir nosso conhecimento ao nível atômico dos 
mecanismos moleculares associados aos processos de sinalização e interação da cauda 
globular das miosinas de classe V com vesículas, organelas e proteínas. Para isso, as 
estruturas tridimensionais das caudas globulares das miosinas V humanas foram elucidadas 
por cristalografia de raios X e uma gama de métodos bioquímicos e de biologia molecular 
foi empregada para o dissecamento das propriedades químico-estruturais dessas proteínas. 
Tais informações estruturais servem como base para um estudo comparativo com as 
miosinas V de levedura auxiliando na aferição de funções, na discriminação dos sítios de 
interação diretos com vesículas/organelas e definição da arquitetura estrutural envolvida na 
fosforilação da Miosina Va e, deste modo, contribuindo de forma significativa aos estudos 
desta classe de miosina não convencionais. Tais resultados forneceram informações 
relevantes da dinâmica envolvida na associação das miosinas V à vesículas/organelas como 
também nos mecanismos regulatórios, como a auto inibição. 
 
3.1 Objetivos específicos 
- Clonagem do domínio cauda globular das miosinas V humanas em sistema procarioto; 
- Expressão em larga escala e purificação do domínio cauda globular para estudos 
estruturais; 
- Cristalização, coleta de dados, determinação e refinamento das estruturas do domínio 
cauda globular; 
- Mutagênese sítio-dirigida de resíduos importantes para a regulação, a fim de verificar as 
mudanças estruturais bem como mimetizar o estado fosforilado da MioVa; 
- Caracterização molecular em solução do domínio cauda globular através de métodos 
biofísicos em solução (DLS, CD, DSF, SEC e SAXS); 
- Análise dos resultados estruturais e estudos in silico comparativos com os dados do 




4 MATERIAIS E MÉTODOS 
Neste trabalho será adotada a denominação GTD-MioVa, GTD-MioVb, GTD-
MioVc, para se referir ao domínio cauda globular das miosinas Va, Vb e Vc de Homo 
sapiens, respectivamente; e GTD-Mio2p e GTD-Mio4p, para se referir ao domínio cauda 
globular das miosinas V de Saccharomyces cerevisiae (Mio2p e Mio4p), respectivamente. 
O uso do acrônimo GTD, que deriva do inglês globular tail domain, foi escolhido por ser 
mais comum em publicações nacionais e internacionais. 
 
4.1 Clonagem e manipulação de ácidos nucleicos 
Procedimentos básicos de biologia molecular foram utilizados na manipulação, 
purificação, análise e preparação do DNA. Estas técnicas são descritas com detalhes em 
manuais de laboratório (Sambrook e Russell, 2001) e incluem PCR, sequenciamento de 
DNA, clonagem, entre outras. 
 
4.2 Desenho racional das construções 
O alinhamento das sequências de miosinas V, utilizando o ClustalW2 e BLAST 
(Larkin et al., 2007; Altschul et al., 1990), foi realizado com as sequências depositadas e 
anotadas no banco de dados UniProt (UniProt_ID: MioVa , Q9Y4I1 ; MioVb, Q9ULV0; 
MioVc, Q9NQX4; Mio2p, P19524) para identificar resíduos conservados e determinar os 
limites das construções do domínio cauda globular. Estas construções foram analisadas em 
termos de regiões intrinsecamente desenoveladas para selecionar a parte da cauda que 
provavelmente apresentaria uma estrutura enovelada (Ishida e Kinoshita, 2007; Prilusky et 
al., 2005). Para complementar essas análises, foi também realizada a modelagem molecular 
utilizando o servidor I-Tasser com base em sequências de proteínas usando alinhamentos 
de múltipla segmentação (Roy, Kucukural e Zhang, 2010). Informações estruturais do 
GTD-Mio2p (PDB_ID: 2F6H) (Pashkova et al., 2005; Pashkova et al., 2006) também 
foram utilizados como restrições para o desenho das construções da cauda globular das 
miosinas Va humana. Os melhores resultados obtidos com as construções do GTD-MioVa 
foram então utilizados para o desenho das construções do GTD-MioVb e Vc. 
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4.3 Clonagem dos GTDs da classe V de miosina 
A sequência codificante do GTD-MioVa foi amplificada por PCR a partir de uma 
biblioteca de DNAc de cérebro fetal humano (Clontech). Os produtos de PCR foram 
clonados no vetor de clonagem pGEM-T-easy e subclonado no vetor de expressão 
bacteriano pET28a-TEV (pET28a com o sítio de clivagem da trombina trocado por um sítio 
da protease TEV) entre os sítios das enzimas de restrição EcoRI e SalI. 
As sequências do GTD-MioVb e GTD-MioVc foram amplificadas por PCR a partir 
de um clone do MGC (IMAGE: 5162990) e da SBS (IMAGE: 100068220), 
respectivamente. O GTD-MioVb e GTD-MioVc foram clonadas utilizando-se uma técnica 
de clonagem independente de ligase (LIC), conforme descrito por Savitsky et al. (2010), em 
colaboração com o Consorcio de Genômica Estrutural da Universidade de Oxford (SGC-
Oxford), Oxford, Reino Unido. 
Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de PCR são mostrados da 
Tabela 4.1. 
Todas as sequências clonadas foram verificadas através do sequenciamento do DNA 
pelo método de Sanger (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977) utilizando o sistema Big Dye e o 
sequenciador automático ABI PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems), 
seguindo as instruções de reação indicadas pelo fabricante. 
 
Tabela 4.1. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na amplificação dos GTD-MioVs. 
















sítio LIC D1319-L1742 Antisense 5´TATCCACCTTTACTGTCATAACCTATTCAGAAAGCC
TAG 
As bases sublinhadas correspondem aos sítios de restrição ou LIC. 
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4.4 Plasmídeos e cepas 
Para a expressão heteróloga do GTD-MioVa, Vb, Vc e outras construções da cauda 
inteira foram utilizados os vetores pET28a-TEV e pNIC28-Bsa4 (versão modificada do 
pET28a para clonagem independente de ligase – LIC). Para expressão em larga escala 
apenas a cepa de Escherichia coli (E. coli) BL21(DE3)∆SlyD + pRARE2 foi utilizada. 
Sendo a cepa de E. coli DH5α utilizada apenas para replicação dos plasmídeos e em 
procedimentos de clonagem. Os plasmídeos e as cepas utilizadas neste trabalho estão 
listados nas Tabelas 4.2 e 4.3, respectivamente.  
 
Tabela 4.2. Lista de plasmídeos. 
Nome Plasmídeo base Fusão Referência 
pET28a-TEV pET28a 6xHis Novagen modificado 
pRARE2 - - Novagen 
pNIC28-Bsa4 pET28a 6xHis-N-terminal SGC-Oxford 
pET28a-TEV+GTD-MioVa pET28a-TEV 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pET28a-TEV+ GTD-MioVaS1652A pET28a-TEV 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pET28a-TEV+ GTD-MioVaS1652E pET28a-TEV 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pNIC28-Bsa4+GTD-MioVb pNIC28-Bsa4 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pNIC28-Bsa4+GTD-MioVc pNIC28-Bsa4 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pNIC28-Bsa4+GTD-MioVcC1600A pNIC28-Bsa4 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pNIC28-Bsa4+GTD-MioVcC1608A pNIC28-Bsa4 6xHis-N-terminal Este trabalho 
pNIC28-Bsa4+GTD-MioVcC1600A/C1608A pNIC28-Bsa4 6xHis-N-terminal Este trabalho 
 
Tabela 4.3. Cepas de Escherichia coli utilizadas. 
Cepa Genótipo/Descrição Referência 




hsdS gal (λcIts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 
gene1) sem a proteína SlyD e com plasmídeo 
pRARE2 que codifica RNAt para os códons raros 





4.5 Mutagênese Sítio-Dirigida 
A fosforilação do resíduo serina 1652 na MioVa tem sido demonstrada como um 
mecanismo importante para a regulação da função da MioVa em vários eventos celulares 
(Karcher et al., 2001; Pranchevicius et al., 2008). Para elucidar os aspectos estruturais desta 
modificação pós-translacional no GTD-MioVa, foi realizada mutagênese sítio-dirigida da 
Ser1652, substituindo o mesmo por um resíduo de ácido glutâmico (S1652E) para 
mimetizar a carga eletrostática do grupo fosfato (Pearlman, Serber e Ferrell Jr., 2011). 
Além disso, realizamos a mutação da Ser1652 por alanina (S1652A para evitar qualquer 
possível fosforilação deste resíduo em E.coli). Posteriormente, da mesma forma, foram 
realizadas mutações duplas (S1651E/S1652E e S1651A/S1652A) para aumentar o efeito de 
eletrostático negativo local (Pearlman, Serber e Ferrell Jr., 2011). 
Além das mutações realizadas para mimetizar o estado fosforilado, foram mutadas 
as cisteínas 1600 e 1608 da MioVc. As Cys 1600 e 1608 foram substituídas por alaninas 
para investigar a sua participação na dimerização do GTD-MioVc, com base em resultados 
obtidos neste trabalho. Neste sentido foram realizadas as mutações simples C1600A e 
C1608A, e a mutação dupla C1600A/C1608A. 
A mutagênese sítio-dirigida foi realizada com base nas instruções do kit 
QuikChange Site-direct Mutagenesis (Stratagene) recomendadas pelo fabricante, incluindo 
o desenho de oligonucleotídeos iniciadores. Todas as mutações foram introduzidas por 
PCR utilizando oligonucleotídeos iniciadores contendo a mutação desejada (Tabela 4.4) e o 
plasmídeo correspondente a cada proteína como DNA molde. Uma DNA polimerase de alta 
fidelidade (Pfx, Invitrogen) foi utilizada para evitar mutações aleatórias indesejadas. A 
presença das mutações foi confirmada através do sequenciamento do DNA pelo método de 
Sanger (Sanger, Nicklen, e Coulson, 1977) utilizando o sistema Big Dye e o sequenciador 
automático ABI PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems), seguindo as instruções 







 Tabela 4.4. Oligonucleotídeos utilizados na reação de mutação sítio-dirigida. 












































A mutação dupla foi gerada em duas etapas, utilizando o 





4.6 Eletroforese em gel de agarose 
Todas as análises de DNA foram feitas por eletroforese em gel de agarose 1% 
contendo 40 mM Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM EDTA, sem brometo de etídio (Sambrook e 
Russell, 2001). As amostras foram preparadas em 2,5% (m/v) ficoll tipo 400; 0,015% (m/v) 
xileno-cianol e 0,015% (m/v) azul de bromofenol, com adição de 2 μl de GelRed 20X 
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(Biotium) para visualização no transluminador de UV, e aplicadas no gel. A eletroforese foi 
feita em cubas horizontais com tampão contendo 40 mM Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM 
EDTA, sob tensão de 90 V por 1 h. 
 
4.7 Expressão e purificação do GTD-MioVa 
A indução da expressão do GTD-MioVa fusionada a 6xHis foi realizada com base 
em testes de expressão previamente realizados. 500 ml de meio LB (em erlenmeyers de 2 l) 
suplementado com15 μg/ml de canamicina, foram inoculados com 15 ml do pré inóculo 
(que cresceu a 37°C, 200rpm por 16h). Esta cultura foi incubada a 37°C, 200rpm até atingir 
a OD600nm de 0,4-0,6 e então induzida com 0,1 mM de IPTG. Minutos antes da indução, 
antes de atingir a OD600nm ideal, a temperatura foi gradativamente reduzida até atingir 
25°C, aguardando-se ~15 min para estabilização da térmica da cultura. Após a indução, a 
cultura foi incubada a 25°C, 180 rpm, onde foi realizada a expressão por 4h. 
Após a expressão, as células foram coletadas por centrifugação a 8000g por 10 min 
a 4°C e posteriormente ressuspendidas em tampão M5a-A (25 mM de Tris; 500 mM de 
NaCl; 5% (v/v) de glicerol; pH 7,4) com 5 mM de benzamidina e 1mM de PMSF . 
Adicionou-se lisozima (0,1 mg/ml) às suspensões que foram incubadas por 30 min a 4°C 
sob agitação constante. A suspensão foi lisada no equipamento French Press (Thermo 
Spectronic) utilizando uma pressão interna constante de 25000 psi na célula de 40K, sendo 
o este processo repetido 3 vezes, em seguida o extrato foi incubado com 0,1% (v/v) Triton 
X-100 por 30 min a 4°C sob agitação constante. O extrato solúvel foi separado da fração 
insolúvel por centrifugação a 50000g por 1h a 4oC, sendo o sobrenadante filtrado com uma 
membrana de 0,45 μm. 
O GTD-MioVa contendo cauda de 6 histidinas foi isolada de extratos celulares por 
cromatografia de afinidade a níquel imobilizado, utilizando-se a coluna Hi-Trap Chelating 
HP 5 ml (GE Healthcare) com um fluxo de 1 ml/min, no sistema AKTA FPLC (GE 
Healthcare). A fração solúvel filtrada foi aplicada na coluna HiTrap Chelating previamente 
equilibrada com tampão M5a-A. Os contaminantes foram removidos com o tampão M5a-A 
e a eluição realizada em steps de 3 a 5 volumes de coluna com gradiente de 0 a 500 mM 
imidazol, em tampão M5a-B (25 mM de Tris; 500 mM de NaCl; 500 mM de imidazol; pH 
7,4). As frações obtidas foram analisadas por SDS-PAGE 13%. 
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4.8 Expressão em larga escala do GTD-MioVa marcado com SeMet 
A indução da expressão do GTD-MioVa marcado com selênio-metionina (SeMet) 
fusionada a 6xHis foi realizada de forma semelhante à proteína nativa, com exceção do 
meio de cultura utilizado, baseando-se em dados da literatura (Walden, 2010). O pré-
inóculo foi realizado como para a proteína nativa em meio LB (cresceu a 37°C, 200rpm por 
16h), porém este foi centrifugado (2000g por 10 min) e o pellet de células lavado e 
ressuspendido em meio mínimo M9 suplementado (48 mM de Na2HPO4; 22 mM KH2PO4; 
8,6 mM de NaCl; 19 mM NH4Cl; 2 mM de MgSO4; 0,1 mM de CaCl2; 50 μM de FeCl3; 
1% (p/v) de glicose; 10 μg/ml), suplementado com com15 μg/ml de canamicina. Em 
seguida 500 ml (em erlenmeyers de 2 l) de meio mínimo M9 foram inoculados com 15 ml 
do pré-inóculo, esta cultura foi incubada a 37°C, 200rpm até atingir a OD600nm de 0,4-0,6 e 
então induzida com 0,1 mM de IPTG. Minutos antes da indução, antes de atingir a OD600nm 
ideal, foram adicionados os aminoácidos (10 mg/ml de fenilalanina, lisina, treonina; 5 
mg/ml de isoleucina, leucina, valina; e 6 mg/ml de selenometionina) e a temperatura foi 
gradativamente reduzida até atingir 25°C, aguardando-se ~15 min para estabilização da 
térmica da cultura. Após a indução, a cultura foi incubada a 25°C, 180 rpm, onde foi 
realizada a expressão por 4h. 
Os demais passos de extração, purificação e clivagem foram realizados exatamente 
como a proteína nativa, como descrito nas seções 4.7, 4.9 e 4.18.  
 
4.9 Cromatografia de exclusão molecular – GTD-MioVa 
O segundo passo de purificação foi constituído de uma cromatografia de exclusão 
molecular. Após a cromatografia de afinidade o GTD-MioVa foi purificado por uma 
cromatografia de exclusão molecular, utilizando a coluna HiLoad Superdex 200 16/60 (GE 
Healthcare). Primeiramente as frações de interesse provenientes da purificação por 
afinidade foram unidas e concentrada até 1 ml e em seguida esta amostra foi centrifugada a 
20000g por 10 min a 4°C, para a remoção de possíveis agregados. A amostra centrifugada 
foi aplicada na coluna HiLoad Superdex 200 16/60 previamente equilibrada com tampão 
M5a-GF (20 mM de HEPES; 100 mM de NaCl; 5% (v/v) de glicerol; pH 7,4). A corrida foi 
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realizada com um fluxo de 0,4 ml/min com tampão M5a-GF. As frações obtidas foram 
analisadas por SDS-PAGE 13%. 
As frações de interesse foram unidas e concentradas para utilização em ensaios 
biofísicos, clivagem e testes de cristalização. 
 
4.10 Expressão e purificação – GTD-MioVb e Vc 
A indução da expressão dos GTD-MioVb e Vc fusionados a 6xHis foi realizada 
com base nos resultados obtidos em testes de expressão previamente realizados. 1 l de meio 
TB (em erlenmeyers de 2 l) foram inoculados com 20 ml do pré-inóculo (que cresceu a 
37°C, 200rpm por 16h), esta cultura foi incubada a 37°C, 225 rpm até atingir a OD600nm de 
~2,0 e então induzida com 0,1 mM de IPTG. Vinte minutos antes da indução, as culturas 
foram deixadas a temperatura ambiente para resfriar. Após a indução, a cultura foi incubada 
a 18°C, 180 rpm, onde foi realizada a expressão por aproximadamente 16h. 
Após a expressão as células foram coletadas por centrifugação a 8000g por 10 min a 
4°C e posteriormente ressuspendidas em tampão M5bc-A (25 mM de HEPES; 500 mM de 
NaCl; 10 mM de imidazol; 0,5 mM TCEP; 5% (v/v) de glicerol; pH 7,5) com 5 mM de 
benzamidina e 1mM de PMSF. Adicionou-se lisozima (0,1 mg/ml) às suspensões que 
foram incubadas por 30 min a 4°C sob agitação constante. A suspensão foi lisada por 
sonicação (durante 30 min, com pulsos de 10 s e 10 s de intervalo, a 35% de amplitude). O 
extrato solúvel foi separado da fração insolúvel por centrifugação a 50000g por 1h a 4oC, 
sendo o sobrenadante filtrado com uma membrana de 0,45 μm. 
As construções citadas acima contendo cauda de seis histidinas foram isoladas de 
seus respectivos extratos celulares por cromatografia de afinidade a níquel imobilizado, 
utilizando-se a coluna Hi-Trap Chelating HP 5 ml (GE Healthcare) com um fluxo de 1 
ml/min, no sistema AKTA FPLC (GE Healthcare). A fração solúvel filtrada foi aplicada na 
coluna HiTrap Chelating previamente equilibrada com tampão M5bc-A. Os contaminantes 
foram removidos com o tampão A e a eluição realizada em com gradiente de 0 a 500 mM 
imidazol, em tampão M5bc-B (25 mM de HEPES; 500 mM de NaCl; 500 mM de imidazol; 




4.11 Cromatografia de exclusão molecular – GTD-MioVb e Vc 
O segundo passo de purificação foi constituído de uma cromatografia de exclusão 
molecular. Após a cromatografia de afinidade as diferentes construções foram purificadas 
por uma cromatografia de exclusão molecular, utilizando a coluna HiLoad Superdex 200 
16/60 (GE Healthcare). Primeiramente as frações de interesse provenientes da purificação 
por afinidade foram unidas e concentrada até 1 ml e em seguida esta amostra foi 
centrifugada a 20000g por 10 min a 4°C, para a remoção de possíveis agregados. A amostra 
centrifugada foi aplicada na coluna HiLoad Superdex 200 16/60 previamente equilibrada 
com tampão M5bc-GF (10 mM de HEPES; 100 mM de NaCl; 5% (v/v) de glicerol; 0,5 
mM TCEP; pH 7,5). A corrida foi realizada com um fluxo de 1,0 ml/min. As frações 
obtidas foram analisadas por SDS-PAGE 13% (Laemmli, 1970).  
As frações de interesse foram unidas e concentradas para utilização em ensaios 
biofísicos, clivagem e testes de cristalização. 
 
4.12 Concentração e quantificação das proteínas  
A concentração das soluções de proteína foi realizada através da ultra filtração em 
membrana com poros de tamanhos definidos. Para isso as soluções foram concentradas 
utilizando-se concentradores comerciais, com um poro que retém proteínas com uma massa 
~≥ 30 kDa (Amicon 30K, Millipore), de acordo com as recomendações do fabricante. A 
quantificação das proteínas foi realizada por medidas de absorbância a 280 nm utilizando o 
espectrofotômetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Os coeficientes de extinção molar 
(ε) foram calculados utilizando-se o servidor ProtParam Tool (Gasteiger et al., 2005). Foi 
utilizada a equação de Beer-Lambert (𝐴 = 𝜀 ∙ 𝜆 ∙ 𝐶), onde A é a absorbância em 280 nm, λ é 
o comprimento do caminho óptico em cm e C a concentração molar (mol/L). 
 
4.13 Gel de Poliacrilamida com SDS 
Todas as frações e amostras de proteína foram analisadas por eletroforese em géis 
de poliacrilamida a 13% sob condições desnaturantes (SDS-PAGE, Laemmli, 1970). O gel 
de separação é composto por 375 mM de Tris-HCl pH 8,8; 10% (m/v) a 13% (m/v) de 
27 
acrilamida; 0,1%(m/v) de SDS; 0,1% (m/v) de APS e 0,08% (v/v) de TEMED. O gel de 
alinhamento é composto por 126 mM de Tris-HCl pH 6,8; 5% (m/v) de acrilamida; 0,1% 
(m/v) de SDS; 0,1% (m/v) de APS e 0,05% (v/v) de TEMED. As amostras foram 
preparadas com tampão de amostra na proporção 1:1 (1 volume de amostra para 1 volume 
do tampão de amostra), contendo 250 mM de Tris-HCl pH 6,8; 10% (m/v) de SDS; 0,25% 
(m/v) de azul de bromofenol e 50% (v/v) de glicerol, juntamente com 2% (v/v) de β-
mercaptoetanol. As amostras foram incubadas a 95°C por 5 min, aplicadas no gel em uma 
cuba modelo Mini Protean III (BioRad) com tampão de corrida contendo 25 mM de Tris 
base; 0,25 M de glicina e 0,1% (m/v) de SDS. 
A coloração do gel foi feita com solução Coomassie 2% (m/v) e para a posterior 
descoloração usou-se solução descorante para Coomassie composta por etanol 40% (v/v) e 
ácido acético 5% (v/v). 
 
4.14 Dicroísmo Circular (CD)  
Os experimentos de CD foram realizados com a GTD-MioVa, no 
espectropolarímetro Jasco J-810 (JASCO) equipado o módulo Peltier para o controle da 
temperatura, utilizou uma cubeta de quartzo de 1 mm. Todas as amostras foram 
centrifugadas por 10 minutos a 20000g antes de serem analisadas. O espectro foi adquirido 
com a amostra na concentração de 5 μM em 1 mM de HEPES, 5 mM de NaCl e 0,25 % 
(v/v) de glicerol. Os espectros foram coletados a 20°C sob os seguintes parâmetros: 
varredura de 50 nm/min, tempo de resposta de 4 s, sensibilidade de 100 mdeg, largura de 
banda de 1 nm e 20 acumulações. Os resultados foram expressos como elipticidade média 
residual (deg cm2 dmol-1 resíduo-1). Todos os experimentos de desnaturação térmica foram 
realizados entre 20 a 100°C, com uma taxa de aquecimento ou resfriamento de 1°C/min e 
monitoradas a 222 nm.  
 
4.15 Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 
Para verificar possíveis estados oligoméricos, raio hidrodinâmico e homogeneidade 
de proteínas em solução estas foram analisadas por espalhamento dinâmico de luz (DLS). O 
DLS é uma técnica não destrutiva que possibilita explorar algumas propriedades, como 
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tamanho e forma, de moléculas em solução, a maior vantagem do espalhamento de luz é a 
pequena quantidade de proteína utilizada (a partir de ~0,2 mg/ml) e pequenos volumes de 
amostra são requeridos (30-70 μl). Podendo-se obter informações estruturais sobre 
partículas de 1-1000 nm de tamanho (Murphy, 1997). 
Foram realizadas medidas de DLS do GTD-MioVa no equipamento DynaPro 810 
(Protein Solutions). Todas as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 20000g antes 
de serem medidas as análises. O volume aplicado na cubeta foi de 80 μl e a concentração de 
6 mg/ml. O equipamento é equipado com o módulo Peltier para o controle da temperatura, 
e as leituras foram realizadas a 18 °C. O comprimento de onda do laser e a potência foram 
830 nm e 30 mW, respectivamente. Foram realizadas 100 medidas com um intervalo de 5 
segundos. Os parâmetros hidrodinâmicos foram determinados usando o software 
DYNAMICS v.6.10.1.2.16. 
 
4.16 Fluorescência diferencial de varredura (thermal shift) 
Na fluorescência diferencial de varredura (DSF, do inglês Differential Scanning 
Fluorescence, conhecido também com thermal shift) o desenovelamento é monitorado 
através da fluorescência emitida por uma sonda fluorescente (p.ex., Sypro Orange), 
previamente incubada com a proteína. O fluoróforo emite fluorescência apenas quando 
ligado à regiões hidrofóbicas da proteína, desta forma, o desenovelamento, induzido pelo 
aumento da temperatura, expõe regiões hidrofóbicas e um aumento na fluorescência é 
observado, atingindo um máximo após o completo desenovelamento da proteína (Niesen, 
Berglund e Vedadi, 2007). A partir destas medidas de fluorescência pode-se determinar o 
Tm da proteína e a variação deste parâmetro na presença do ligante (∆Tm).  
Ensaios de thermal shift baseado em fluorescência foram realizados a fim de 
analisar o possível efeito estabilizante de moléculas orgânicas e inorgânicas, bem como da 
força iônica, sob o GTD-MioVa frente à desnaturação térmica. Assim, 2 µM de proteína 
foram incubados com o aditivo e a sonda fluorescente SYPRO Orange (Invitrogen). A 
estabilidade verificada de 20 a 90°C, com uma taxa de aquecimento de 1°C/min, utilizando 




4.17 Espectrometria de massas 
Para confirmar a identidade da GTD-MioVa e seus produtos de clivagem, as bandas 
migradas em SDS-PAGE 13% e coradas com azul de Coomassie foram cortadas, reduzida, 
alquiladas e submetidas à digestão em gel com tripsina (Promega) (Shevchenko et al., 
1996). Uma alíquota (4,5 μl) da mistura de peptídeos resultantes foi separada por uma 
coluna de fase-reversa C18 (75 μm x 100 mm) no cromatógrafo RP-nanoUPLC 
(nanoACQUITY, Waters) e analisada no espectrômetro de massas Q-TOF Ultima (Waters) 
equipado com uma fonte de nano-electrospray operando com um fluxo de 0,6 μl/min. O 
gradiente utilizado foi de 2-90% (v/v) de acetonitrila em 0,1% (v/v) de ácido fórmico 
durante 45 min. O instrumento foi operado no modo “top three”, em que um espectro de 
massas do peptídeo é adquirido da aquisição do espectro de fragmentação dos três 
principais picos mais intensos detectados. Os espectros foram adquiridos usando o 
programa MassLynx v.4.1 e os dados brutos tratados com programa Mascot Distiller 
v.2.3.2.0 (Matrix Sciences). Os dados foram comparados contra um bando de dados não 
redundante de proteínas (NCBInr_092011; com 15270974 sequências) usando o programa 
Mascot v.2.3 (Matrix Science) com os seguintes parâmetros: carbamidometilação como 
modificação fixa, a oxidação da metionina como modificação variável, omissão de até um 
sítio de clivagem e uma tolerância de 0,1 Da para o íon do precursor e do fragmento.  
Todo o procedimento foi realizado pelo corpo técnico do Laboratório de 
Espectrometria de Massas do LNBio. 
 
4.18 Estratégias para proteólise limitada e cristalização 
Todas os domínios cauda globular da MioV humanas mostraram-se extremamente 
recalcitrantes à cristalização em condições nativa, sem proteólise, de forma que nenhum 
cristal foi obtido após inúmeras tentativas. Considerando que os cristais das duas proteínas 
de levedura foram obtidos somente após o uso de estratégias envolvendo proteólise limitada 
(Pashkova et al., 2006; Heuck et al., 2010), diferentes estratégias de proteólise limitada 
foram empregadas para obter cristais dos GTD-MioVs. Inicialmente diversos kits 
comerciais foram testados tanto para a proteína nativa quanto para a clivada, Crystal Screen 
I, Crystal Screen II, Salt RX, Grid Screen NaCl (Hampton Research), JCSG, PACT 
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(Nextal/QIAGEN), Preciptant Synergy, Wizard I e Wizard II (Emerald BioSystems) e 
JBScreen Classic 4 (Jena Bioscience). Esses kits contêm soluções com variações de 
tampão, concentração de sal, pH e precipitantes. A técnica utilizada foi a difusão de vapor 
em gota sentada, sendo que as gotas possuíam volume de 0,5 μl da solução de proteína + 
0,5 μl da solução do kit pipetadas pelo robô de cristalização Honeybee. As placas foram 
mantidas a 18°C. Os testes de cristalização em larga escala foram realizados pelo corpo 
técnico do RoboLab (LNBio), exceto no caso do GTD-MioVb que foi realizado em 
colaboração com SGC-Oxford. O processo de cristalização para as condições que 
resultaram nos cristais utilizados na determinação das estruturas é detalhado a seguir. 
O GTD-MioVb foi cristalizado pelo método de difusão de vapor da gota sentada a 
4°C, utilizando proteólise in situ (Dong et al., 2007). A quimotripsina, numa razão de 
massa de 1:250 (quimotripsina:GTD-MioVb) foi misturada com 9,8 mg/ml de GTD-
MioVb, sendo esta mistura imediatamente transferida para a placa de cristalização (Tabela 
4.5). 
A mesma estratégia não funcionou para o GTD-MioVa e Vc. Assim, diferentes 
proteases e tempos foram testados e a melhor condição clivagem utilizada para os 
experimentos seguintes. 
A proteólise do GTD-MioVa foi realizada com 10 μg/ml de tripsina a 4°C durante 3 
horas sob agitação suave, sendo a reação parada pela adição de 5 mM de benzamidina. A 
amostra clivada foi então repurificada em uma coluna HiLoad Superdex 200 16/60, 
exatamente como citado anteriormente na seção 4.9, para posterior cristalização. O GTD-
MioVa clivado foi cristalizado pelo método de difusão de vapor da gota suspensa a 18ºC 
(Tabela 4.5). 
O uso de tripsina ou quimotripsina não resultou em nenhum cristal no caso da GTD-
MioVc, então outras enzimas foram testadas. Os melhores resultados foram obtidos por 
uma proteólise limitada dupla, usando quimotripsina e termolisina. Assim, a proteólise do 
GTD-MioVc foi realizada com uma razão aproximada de 1:100 (m/m) de quimotripsina e 
1:100 (m/m) de termolisina, em relação ao GTD-MioVc, a 4°C durante 2 horas sob 
agitação suave, sendo a reação parada através da adição de 1 mM de PMSF e 10 mM de 
EDTA. A amostra clivada foi então repurificada em uma coluna HiLoad Superdex 200 
16/60, exatamente como citado anteriormente na seção 4.11, para posterior cristalização. O 
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GTD-MioVc clivada foi cristalizada pelo método de difusão de vapor da gota suspensa a 
18ºC (Tabela 4.5). 
Todas as amostras cristalizadas estavam no mesmo tampão utilizado na última etapa 
de purificação, a cromatografia de exclusão molecular. 
 
Tabela 4.5. Condições de cristalização do GTD das miosinas V humanas. 
Amostra Solução de cristalização Temperatura 
GTD-MioVa clivada 6,0 
mg/ml 
100 mM de bis-tris, pH 5,5; 22% (m/v) de PEG-
3350; e 200 mM de NH4SO4 
18°C 
GTD-MioVb 9,8 mg/ml 
(+quimotripsina) 20% (m/v) de PEG-3350 e 200 mM de NaNO3 4°C 
GTD-MioVc clivada 44 
mg/ml 
100 mM de CAPS, pH 10,5; 2 M de NH4SO4; e 200 




4.19 Coleta de dados de difração e determinação da estrutura cristalográfica 
Para a coleta de dados os cristais foram previamente imersos (soaking) na solução 
crioprotetora (solução de cristalização com 20% (v/v) de glicerol e etileno glicol 20% (v/v), 
para o GTD-MioVa e GTD-MioVb, respectivamente) por 30 s, sendo, em seguida, 
rapidamente congelado em nitrogênio gasoso a 100 K.  
Conjuntos de dados de difração dos cristais de GTD-MioVa e GTD-MioVc foram 
coletados com a energia dos raios X de 8500 eV sob condições criogênicas na linha de luz 
W01B-MX2 no Laboratório Nacional de Luz Síncroton (LNLS), laboratório integrado ao 
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Campinas, São Paulo 
(Guimarães et al., 2009). Esta linha é equipada com detector de tipo CCD (MARMOSAIC 
225 mm) e possui sistema criogênico. Os conjuntos de dados dos cristais de GTD-MioVb 
foram coletados com a energia do raio X de 12658 eV sob condições criogênicas na linha 
de luz I02 no Diamond Light Source, Didicot, Reino Unido. Esta linha é equipada com 
detector de tipo Pilatus 6M (DECTRIS), possuindo um sistema criogênico e robotizado 
para troca de amostras. 
Os dados foram indexados, integrados e escalonados utilizando o pacote HKL2000 
(Otwinowski e Minor, 1997) e XDS (Kabsch, 2010). Devido à baixa identidade dos GTD-
MioVs humanos com seus ortólogos de levedura (<25% de identidade de sequência) 
estratégias clássicas de substituição molecular falharam. Assim, outros métodos de 
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faseamento foram testados. Inicialmente, cristais do GTD-MioVa marcados com SeMet 
obtidos, mas difrataram até 5 Å, e nenhum sinal anômalo foi observado. Métodos rápidos 
de crio-imersão (quick cryo-soaking) com sais de iodo, césio, gadolínio, mercúrio, ouro e 
platina foram testados, mas não produziram dados úteis (não difrataram ou difrataram a 
baixíssima resolução). 
No decorrer do projeto de um novo algoritmo para substituição molecular, 
desenvolvido pelo grupo de David Baker, foi lançado, combinando modelagem molecular 
com o Rosetta, substituição molecular com o PHASER, e autotracing com o AutoBuild 
para melhorar as soluções de substituição molecular. Essa nova abordagem foi fundamental 
para a determinação da primeira estrutura do GTD-MioVb. Inicialmente, a estrutura GTD-
MioVb (com maior resolução entre os conjuntos de dados) foi determinada com esta 
abordagem, tal como aplicada no pacote de PHENIX (phenix.mr_rosetta) (Adams et al., 
2010; DiMaio et al., 2011; Terwilliger et al., 2012) usando o GTD-Mio2p (PDB_ID: 2F6H) 
como modelo de entrada, um arquivo de alinhamento do servidor hhpred (Söding, Biegert e 
Lupas, 2005) e uma biblioteca de fragmentos gerada pelo servidor Robetta, derivada da 
sequência do GTD-MioVb (Kim, Chivian e Baker, 2004). 
Em seguida, a estrutura refinada do GTD-MioVb foi utilizada como molde para 
determinar a estrutura da GTD-MioVa e GTD-MioVc por substituição molecular com o 
PHASER (McCoy et al., 2007; Winn et al., 2011). Na determinação da estrutura da GTD-
MioVc foi necessário dividir o molde nos dois lóbulos e fazer a busca para cada um 
individualmente devido à curvatura molecular distinta. 
Todas as estruturas foram refinadas usando o método de maximum-likelihood 
restrained refinement com o REFMAC5 (Murshudov et al., 2011; Winn et al., 2011) ou 
phenix.refine (Adams et al., 2010; Afonine et al., 2012). Os modelos foram melhorados 
pela reconstrução manual iterativa do modelo com o Coot (Emsley et al., 2010). O 
refinamento com TLS foi incluído nos ciclos finais de refinamento usando parâmetros de 
TLS do servidor TLSMD (Painter e Merritt, 2006b). O processamento dos dados foi 
realizado utilizando parâmetros clássicos e o CC1/2 (XDS) (Karplus e Diederichs, 2012). Os 
dados processados com o XDS foram utilizados para a subsequente análise e a deposição, 
uma vez que foram observadas diferenças significativas entre as estruturas geradas pelas 
duas estratégias. 
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Todas as estruturas deste estudo foram depositadas no Protein Data Bank (PDB), 
sob os seguintes identificadores: GTD-MioVa, 4J5L; GTD-MioVb, 4J5M e GTD-MioVc, 
4L8T. 
O programa PyMOL 1.5 (Schrödinger, 2010) foi utilizado para analisar e preparar 
figuras estruturais. 
 
4.20 Espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS) 
Os experimentos de SAXS foram realizados nas linhas de luz D01A/SAXS1 e 
D02A/SAXS2, equipadas com um detector Pilatus e MarCCD 165mm, respectivamente, no 
LNLS, CNPEM. As medidas foram realizadas com a temperatura controlada em 6°C, 
utilizando uma célula de mica de 1 mm e um feixe de raios X monocromático (λ = 1,488 
Å). Antes das medidas de SAXS, as amostras foram centrifugadas a 20000g por 60 min a 
4°C para eliminar possíveis agregados. 
Os padrões de espalhamento foram obtidos com diferentes tempos de exposição e as 
medidas realizadas com diferentes concentrações de proteína (1-5 mg/ml) em tampão da 
cromatografia de exclusão molecular. As curvas de espalhamento do tampão foram 
registradas nas mesmas condições utilizadas para amostra. As curvas de intensidade foram 
individualmente corrigidas para resposta do detector, escalonadas pela intensidade do feixe 
incidente e absorção da amostra. Em seguida o espalhamento do tampão foi subtraído do 
espalhamento de amostra correspondente e a curva resultante foi verificada quanto à 
presença de danos causados pela radiação, os quais não foram observados. 
Os padrões de espalhamento foram integrados com o programa Fit2D (Hammersley 
et al., 1997). O pacote de programas para ATSAS foi utilizado na análise dos dados 
(Konarev et al., 2006). A primeira análise foi a determinação do raio de giro (Rg) utilizando 
a aproximação de Guinier: 𝐼(𝑞) = 𝐼(0)exp (−(𝑞2 𝑅𝑔2)/3) para qRg < 1 (Feigin e Svergun, 
1987; Glatter e Kratky, 1982; Guinier e Fournet, 1955). O Rg também foi calculado a partir 
da função de distribuição de distâncias, p(r), que foi calculada pela transformada de Fourier 
indireta da curva de intensidade utilizando o programa GNOM (Svergun, Semenyuk e 
Feigin, 1998; Svergun, 1992). A função p(r) também fornece a dimensão máxima (Dmax) da 
molécula, além disso, a representação de Kratky (Glatter e Kratky, 1982; Feigin e Svergun, 
34 
1987) da curva de intensidade (q2I(q) vs. q) foi utilizada para analisar a compactação da 
conformação da proteína. 
Os envelopes de baixa resolução das proteínas analisadas foram determinados 
utilizando métodos ab initio do programa DAMMIN (Svergun, 1999). Um modelo médio 
foi gerado a partir de várias corridas usando o conjunto de programas DAMAVER (Volkov 
e Svergun, 2003). Os modelos de baixa resolução e as estruturas cristalográficas foram 
sobrepostos usando o programa SUPCOMB (Kozin e Svergun, 2001). 
Para a análises de flexibilidade baseadas no perfil de curvas q4I(q) vs. q e q4I(q) vs. 
q4 (Rambo e Tainer, 2011), os dados foram escalados usando o programa Primus (Konarev 
et al., 2003). 
Segundo Rambo e Tainer (2011), análise da região de Porod-Debye das curvas de 
espalhamento, evidenciada nos gráficos I(q)q4 vs. q e principalmente I(q)q4 vs. q4, permite 
a determinação do grau de flexibilidade de biopolímeros, como as proteínas. Nesta análise 
as intensidades de espalhamento (I(q)) são multiplicadas pelo vetor de espalhamento 
elevado a quarta potência (q4) e plotados contra o vetor de espalhamento (q) no eixo das 
abscissas. O contínuo crescimento de I(q) na região onde a intensidade decai com q-4 indica 
se tratar de uma molécula mais flexível, enquanto que a formação de um platô nessa região 
indica se tratar de uma molécula menos flexível, mais compacta. Este tipo de análise tem 
sido usado para a determinação da flexibilidade de proteínas multidomínios na presença ou 
ausência do seu ligante (Hammel, 2012). 
O programa PyMOL 1.5 (Schrödinger, 2010) foi utilizado para preparar as figuras 
dos envelopes moleculares. 
 
4.21 Simulações de docking molecular 
Um protocolo de docking molecular otimizado foi desenvolvido para obter uma 
maior compreensão da interação entre o domínio cauda globular (GTD) da MioVa e o seu 
domínio motor. Usando dados experimentais provenientes da literatura (mutagênese sítio-
dirigida e crio-microscopia eletrônica) como restrições de acoplamento, foi aplicado um 
algoritmo de complementaridade de forma (Schneidman-Duhovny et al., 2005) seguido por 
uma etapa de avaliação da energia livre do sistema (Wang, Bradley e Baker, 2007). 
Conformações complementares que não cumprem as restrições geométricas foram 
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descartadas. Os dez melhores resultados da interação GTD-DM foram submetidos a um 
procedimento de acoplamento sem restrições usando o algoritmo de Monte Carlo e 
classificando os resultados com base em sua energia de interação. Então, os resultados 
obtidos foram filtrados a fim de se obter apenas os complexos dentro do quartil energético 
mais favorável e que respeitassem os comprimentos de distância apresentados para as 
restrições experimentais de 5,0 Å (Asp136-Lys1779) e 10,0 Å (Asp136-Lys1706). Os 
resultados selecionados foram submetidos à minimização de energia e otimização da 
posição da cadeia lateral usando o campo de força YAMBER3 (Krieger et al., 2004). 
O complexo GTD-domínio motor com a energia minimizada foi então encaixado no 
mapa de densidade eletrônica da crio-EM (Electron Microscopy Bank ID 1201) usando o 
programa Situs (Wriggers, 2010) e comparados com os modelos disponíveis (Liu et al., 
2006; Thirumurugan et al., 2006; Sellers et al., 2008). 
Todos os experimentos de dinâmica e docking molecular foram realizados em 
colaboração com o Dr. Paulo S. L. de Oliveira e Rodrigo V. Honorato do Laboratório de 
Bioinformática (LBI) do LNBio. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Expressão e purificação dos GTDs das miosinas V humanas 
Inicialmente, inúmeros testes de expressão com uma construção menor do GTD-
MioVa (Asn1465-Lys1822) ou com subdomínios da cauda globular, revelaram que essa 
construção era expressa quase totalmente na fração insolúvel do extrato celular (Figura 
5.1). Esta construção utilizada inicialmente não apresentava alguns resíduos na porção N- e 
C-terminal, como apresentado na Figura 5.2. Devido a problemas envolvendo a expressão 
solúvel e estabilidade dessas construções, e com base nos resultados obtidos anteriormente 
em nosso grupo com a cauda globular da MioVa de galinha, que contém a região C-
terminal ausente nessa construção do GTD-MioVa, passamos a trabalhar com uma 
construção maior do GTD-MioVa (Figura 5.2). 
 
 
Figura 5.1. Perfil de expressão do GTD-Mio5a∆N∆C em BL21(DE3)∆SlyD+ pRARE2. O 
retângulo vermelho mostra as bandas relativas ao GTD-MioVa∆N∆C, mostrando uma grande 
quantidade de proteína na fração insolúvel. A expressão foi induzida por diferentes intervalos de 
tempo em diferentes temperaturas (indicados acima da figura) com 0,5 mM de IPTG. As frações 
solúvel (S) e insolúvel (I) foram analisadas por SDS-PAGE 13% aplicando-se 6 μl em cada um dos 





Figura 5.2. Desenho esquemático das construções do GTD-MioVa. No esquema estão 
representadas as construções do GTD-MioVa∆N∆C e o GTD-MioVa, que compreende o GTD 
inteiro. Os resíduos iniciais de cada construção estão representados, bem como a região central, o 
fosfo-loop (com o sítio de fosforilação destacado em vermelho). Os números sobrescritos referem-
se à posição do resíduo em relação à MioVa humana inteira depositada no Uniprot (Q9Y4I1). 
 
Tabela 5.1. Massa molecular, tamanho e pI das construções dos GTD-
MioVs utilizadas para determinação estrutural. 
Proteína Massa Molecular (kDa) Nº de resíduos pI teórico 
GTD-MioVa 46,681 408 8,30 
GTD-MioVb 45,462 396 5,97 
GTD-MioVc 48,768 424 7,16 
GTD-MioVa (com 6xHis) 50,501 444 8,50 
GTD-MioVb (com 6xHis) 48,146 419 6,06 
GTD-MioVc (com 6xHis) 51,452 447 6,68 
A massa molecular e pI foram calculados utilizando o servidor ProtParam (Gasteiger et al., 
2005). Um alinhamento das sequências dos GTDs pode ser encontrado na Figura 5.15. 
 
Baseando-se em testes de expressão realizados anteriormente com o GTD-
MioVa∆N∆C, o GTD-MioVa foi expresso em BL21(DE3)∆SlyD+pRARE2, a 25°C, 180 
rpm, por 4 h, sendo a quantidade obtida na fração solúvel suficiente para estudos 
estruturais. O GTD-MioVb e GTD-MioVc foram expressas em BL21(DE3)+ pRARE2, 
a18°C, 180 rpm, por 16h, de acordo com protocolos padrão utilizados pelo SGC-Oxford. A 
purificação foi realizada através de uma cromatografia de afinidade ao níquel imobilizado 
na fase estacionária, uma vez que as proteínas foram expressas em fusão a um peptídeo N-
terminal que contém seis resíduos de histidina (6xHis) que é capaz de coordenar alguns 
cátions, como o Ni2+. Como segundo passo de purificação, com o objetivo de remover 
agregados e outras possíveis impurezas as frações provenientes da cromatografia de 
afinidade que continham uma banda na altura do tamanho da proteína de interesse foram 
reunidas, concentradas até 1 ml e esta amostra concentrada submetida a uma cromatografia 
de exclusão molecular (SEC), que separa as moléculas com base no seu tamanho (Figura 
5.3). Os tampões utilizados na exclusão molecular tiveram sua força iônica reduzida em 
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relação ao utilizado na purificação por afinidade com o objetivo de obter amostras em uma 
solução com menor concentração de sais para os experimentos posteriores. 
 
 
Figura 5.3. Purificação por cromatografia de exclusão molecular dos GTD-MioVs. Em (a) perfil 
cromatográfico do GTD-MioVa (linha preta), Vb (linha vermelha) e Vc (linha azul) mostrando um pico 
único relativo à proteína de interesse. As linhas no cromatograma indicam a absorbância em unidades de 
absorbância (A.U.) a 280 nm e o volume indicado em cada pico o volume aproximado de eluição. As 
variações observadas no volume de eluição se devem, provavelmente, a pequenas as diferenças no 
tamanho das proteínas e pequenas variações no volume de resina das colunas utilizadas. Abaixo, os géis 
com frações obtidas da exclusão molecular, mostrando a presença do GTD-MioVa (b), Vb (c) e Vc (d) 
nas frações provenientes da purificação. As frações foram analisadas por SDS-PAGE 13%. M, marcador 
de peso molecular.  
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A fim de caracterizar a estrutura dos GTDs das MioVs foram realizados alguns 
ensaios biofísicos, como dicroísmo circular (CD), espalhamento dinâmico de luz (DLS) e 
ensaios de fluorescência. 
Os estudos de CD foram realizados com o GTD-MioVa nativo (não clivada) e 
clivado na concentração de 5 μM, sendo o tampão constituído de 10 mM de HEPES, 5 mM 
de NaCl e 0,25% de glicerol. O CD é uma metodologia bastante utilizada tipicamente na 
análise da estrutura secundária de proteínas, sendo possível estimar a quantidade e 
composição de estrutura secundária a partir do espectro (Fasman, 1996). Como se pode 
observar na Figura 5.4a foram obtidos espectros de dicroísmo circular característico de uma 
proteína predominantemente em α-hélice, com um máximo absoluto em ~190nm e dois 
mínimos em ~208 e ~222nm (Fasman, 1996). Este dado corrobora com as estruturas 
cristalográficas do GTD-Mio2p e GTD-Mio4p (proteínas homólogas à MioV em levedura), 
nas quais foram observadas estruturas predominantemente em α-hélice (Heuck et al., 2010; 
Pashkova et al., 2006). A desnaturação térmica apresentou uma curva sigmoidal, 
característica da mudança de estado nativo e desnaturado para proteínas, e uma Tm 
(temperatura de melting, ou de desenovelamento) de 46,8°C e 41,2°C, para o GTD-MioVa 
nativo e clivado, respectivamente. No caso do GTD-MioVa clivado pode ser observado na 
curva de desnaturação uma tendência desta ocorrer em duas transições, isto pode ser 
explicado pelo fato de que na amostra clivada os dois lóbulos I e II (N- e C-terminal) do 
GTD-MioVa não pertencem à mesma cadeia polipeptídica estando ligados por ligações 
fracas (não covalentes), assim, provavelmente na primeira transição, o que ocorre é a 
separação desses lóbulos, com alteração parcial da estrutura secundária e em seguida, na 
segunda transição, perda total da estrutura secundária de cada lóbulo (Figura 5.4b). Este 
comportamento frente à desnaturação térmica e os valores de Tm, condizente com Tm’s de 
proteínas de mamíferos, são indicativos do correto enovelamento da proteína, diferente dos 
resultados observados com o GTD-MioVa∆N∆C, que apresentou uma alta expressão 







Figura 5.4. Estudos de dicroísmo circular do GTD-MioVa. Em (a), espectro de CD do GTD-
MioVa (20 acumulações) a 20°C, típico de uma proteína predominantemente helicoidal. Em (b), 
desnaturação térmica (20-90°C e 90-20°C, a uma taxa de 0,5°C/min) monitorada a 222 nm, 
mostrando que a desnaturação não é reversível. O Tm obtido foi de 46,8°C para o GTD-MioVa e 
41,2°C o GTD-MioVa clivado. 
 
A fim de buscar possíveis ligantes com provável ação biológica e/ou estabilizante, 
para auxiliar na cristalização, foi realizado o ensaio de Fluorescência Diferencial de 
Varredura (DSF), conhecido também com thermal shift. No DSF o desenovelamento é 
monitorado através da fluorescência emitida por uma sonda fluorescente, previamente 
incubada com a proteína (Niesen et al., 2007). A partir destas medidas de fluorescência 
pode-se determinar o Tm da proteína e a variação deste parâmetro na presença do ligante 
(∆Tm).  
O ensaio de DSF tem sido utilizado para determinar a estabilidade térmica de 
proteínas frente à incubação com diferentes tipos de moléculas, desde sais inorgânicos até 
compostos de relevância fisiológica (Mezzasalma et al., 2007; Niesen et al., 2007; 
Senisterra e Finerty, 2009). A ligação destas moléculas a sítios ou a superfície da proteína 
pode levar a um aumento na estabilidade que é refletido no aumento da Tm da proteína. 
Assim, quanto maior a afinidade do ligante pela proteína, maior será a diferença encontrada 
entre as Tm’s comparando-se a proteína na ausência e na presença do ligante. Ligantes que 
apresentam uma elevação significativa na Tm (geralmente ∆Tm > 2°C) podem ser 
utilizados nos testes de cristalização, onde podem promover a estabilização de regiões 
flexíveis aumentado a chance de formação dos cristais (Ericsson et al., 2006; Niesen et al., 
2007). 
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Vários compostos foram testados (Tabela 5.1), porém nenhum apresentou um 
aumento na Tm do GTD-MioVa, indicativo de estabilização da proteína.  
 
Tabela 5.2. Tm e deslocamentos térmicos obtidos no ensaio de DSF. 
Aditivo Tm ∆Tm 
Sem aditivos (valor referência)* 53,1 0,0 
Cloreto de Amônio 54,7 1,6 
Azida Na 53,8 0,7 
Brometo de Sódio 53,7 0,6 
Cloreto de Cádmio ppt - 
Cloreto de Cálcio 54,0 0,8 
Cloreto de Césio 53,8 0,7 
Cloreto de Cobalto ppt - 
Cloreto de Ferro (III) ppt - 
Fluoreto de Sódio 53,7 0,6 
Fosfato de Sódio 53,9 0,8 
Iodeto de Sódio 53,5 0,4 
Cloreto de Lítio 54,0 0,8 
Cloreto de Magnésio 54,3 1,1 
Cloreto de Manganês 51,9 -1,3 
Cloreto de Níquel ppt - 
Cloreto de Potássio 53,9 0,8 
Cloreto Zinco ppt - 
Ácido Cítrico 54,2 1,1 
Ácido Málico 54,5 1,4 
Ácido Succínico 53,8 0,7 
AMP (monofosfato de adenosina) 53,7 0,6 
ATP (trifosfato de adenosina) 53,1 -0,1 
1-Butanol 54,6 1,4 
DTT (Ditiotreitol) 53,5 0,3 
EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 54,1 1,0 
EGTA (ácido etileno glicol tetra-acético) 53,5 0,4 
GDP (difosfato de guanosina) 53,0 -0,1 
GTP (trifosfato de guanosina) 53,4 0,3 
1,6-Hexanodiol 53,0 -0,1 
2-Mercaptoetanol 53,6 0,4 
Tartrato Sódio 54,1 1,0 
Tirosina 53,6 0,5 
ppt, ocorreu formação de precipitado após adição do ligante. * Amostra em tampão M5a-GF 
(20 mM de HEPES; 100 mM de NaCl; 5% (v/v) de glicerol; pH 7,4). 
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Com o objetivo de obter ou aumentar a qualidade dos cristais, outras construções 
das miosinas de classe V, principalmente a miosina Va, foram amplificadas, clonadas e 
testadas quanto a sua expressão, previamente em nosso grupo ou durante este trabalho 
(Figura 5.5). No desenvolvimento deste trabalho, após inúmeras tentativas de expressão e 
cristalização de construções que envolviam apenas a cauda globular, foram desenhadas 
novas construções contendo porções crescentes da região coiled-coil (Figura 5.5), anterior à 
cauda globular e juntamente em colaboração com o Structural Genomics Consortium 
(SGC) da Universidade de Oxford, Oxford, Reino Unido, estas construções foram testadas 
desde a etapa inicial de clonagem e testes expressão até etapas posteriores de cristalização e 
coleta de dados de difração, em colaboração com os grupos dos pesquisadores Dr. Frank 
von Delft e Dra. Nicola Burgess-Brown. 
 
 
Figura 5.5. Desenho esquemático das construções da MioVa. No desenho estão representadas as 
porções da cauda da miosina Va. As construções testadas compreendem desde a cauda inteira até 
porções da cauda globular. As posições dos resíduos se referem à miosina Va isoforma 1 (Uniprot: 
Q9Y4I1), sem o éxon F. Nota-se que as divisões representadas na figura são generalistas, em alguns 
casos as construções usadas neste trabalho podem diferir um pouco do esquema. A construção iii foi 
usada para desenhar as construções para o GTD-MioVb e Vc. ABCDE(F), região dos éxons, N, 
região N-terminal importante para a solubilidade do GTD; lóbulo I, fita β1 e lóbulo I; α6, hélice 
“cervical”, importante para a manutenção da estrutura; lób. II, lóbulo II; P, loop de fosforilação que 





Testes iniciais de expressão foram realizados utilizando os sistemas de procarioto 
(E. coli) e eucarioto (baculovírus, em célula de inseto, Sf9). Nos dois casos todas as 
construções foram testadas em fusão com 6X-His no N- e C-terminal da proteína expressa 
(Tabela 5.2). Além das miosinas de classe V, foram amplificadas, clonadas e testadas 
quanto a sua expressão, utilizando as mesmas abordagens, diversos representantes e 
construções das miosinas de classe I, II, IX, XV, XVI, XVIII e XIX, totalizando 95 
construções para bactéria e baculovírus com fusões 6X-His no N- e C-terminal da proteína 
(um total de 380 proteínas). 
 
Tabela 5.3. Construções das miosinas Va, Vb e Vc testadas no SGC-Oxford. 
Proteína Construção Região Descrição Expressão E. coli Sf9 
MioVa Cauda inteira 1 907-1880 (KLK-SRV) 
Cauda inteira, 
começando após o último 
motivo IQ, com os éxons 
ABCDEF 
Sol. Sol. 
MioVa Cauda inteira 2 907-1855 (KLK-SRV) 
Cauda inteira, 
começando após o último 
motivo IQ, com os éxons 
ABCDE 
Insol. Sol. 
MioVa Éxons 1+GTD 1207-1880 (KRQ-SRV) 
Região da cauda, 
começando no éxon A, 
com os éxons ABCDEF 
Sol. Sol. 
MioVa Éxons 2+GTD 1207-1855(KRQ-SRV) 
Região da cauda, 
começando no éxon A, 
com os éxons ABCDE 
Sol. Sol. 
MioVa Éxons 3+GTD 1286-1880 (KNT-SRV) 
Região da cauda, 
começando no éxon C, 
com os éxons CDEF 
∅ Sol. 
MioVa Éxons 4+GTD 1286-1855 (KNT-SRV) 
Região da cauda, 
começando no éxon C, 
com os éxons CDE 
Sol. Sol 
MioVa Éxons 5+GTD 1347-1880 (RLL-SRV) 
Região da cauda, 
começando no éxon E, 
com os éxons EF 
Sol. Sol. 
MioVa Éxons 6+GTD 1347-1855 (RLL-SRV) 
Região da cauda, 
começando no éxon E, 
com o éxon E 
Sol. Sol. 
MioVa Cauda medial+GTD 1439-1855 (DLM-SRV) 
Região da cauda, 
começando na cauda 
medial 
Sol. Sol. 
MioVa GTD 1448-1855 (MEN-SRV) 
Região da cauda 
contendo apenas a cauda 
globular 
Sol. Sol. 
MioVa GTD-∆N∆C 1465-1822 (NIP-DAK) 
Região cauda globular 
com uma deleções no N- 
e C-terminal 
Insol. - 
MioVa Lóbulo I 1465-1640 (NIP-VSG) Região do GTD-∆N∆C Insol. - 
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contendo apenas o lóbulo 
I 
MioVa Lóbulo II 1658-1822 (TYT-DAK) 
Região do GTD-∆N∆C 
contendo apenas o lóbulo 
II 
Insol. - 
MioVb Cauda medial curta+GTD 1431-1848 (MKK-NEV) 
Região da cauda, 
começando no meio da 
cauda medial 
Sol. Sol. 
MioVb Cauda medial curta+GTD 1431-1848 (MKK-NEV) 
Região da cauda, 
começando no meio da 
cauda medial 
Sol. Sol. 
MioVb Cauda medial curta+GTD 1431-1848 (MKK-NEV) 
Região da cauda, 
começando no meio da 
cauda medial 
Sol. Sol. 
MioVb GTD 1453-1848 (LNR-NEV) 
Região da cauda 
contendo apenas a cauda 
globular 
Sol. Sol. 
MioVc Éxons+GTD 1093-1742 (QSQ-NRL) 
Região da cauda 
contendo os éxons 
alternativos (provável) 
Sol. Sol. 
MioVc Cauda medial curta+GTD 1319-1742 (DLE-NRL) 
Região da cauda, 
começando na cauda 
medial 
Sol. Sol. 
MioVc GTD 1353-1742 (SSS-NRL) 
Região da cauda 
contendo apenas a cauda 
globular 
Sol. Sol. 
Sol., expressão solúvel; Insol., expressão insolúvel, ∅, sem expressão. O GTD-MioVa já havia sido expresso 
em nosso grupo previamente. As construções destacadas em vermelho deram origem às estruturas 
apresentadas neste trabalho.  
 
Algumas das construções mais longas da MioVa testadas cristalizaram, porém os 
cristais obtidos não apresentavam qualidade para difração. Por outro lado, os cristais do 
GTD-MioVb obtidos difrataram a 2 Å, sendo que a coleta desses dados resultou na 
determinação da estrutura do GTD-MioVb e foram fundamentais para a determinação da 
estrutura do GTD-MioVa e Vc, como será detalhado a seguir. 
 
5.2 Cristalização, difração e determinação da estrutura cristalográfica 
Conforme descrito na seção 5.1, cristais adequados aos experimentos de difração só 
foram obtidos após o uso de estratégias envolvendo a proteólise limitada dos GTD-MioVs. 
No caso da GTD-MioVa e Vc, somente após a proteólise limitada com tripsina e 
quimotripsina/termolisina, respectivamente, seguida da purificação dos produtos de 
proteólise foram obtidos cristais (Figura 5.6). Para o GTD-MioVa o uso de proteólise foi 
determinante na obtenção dos cristais, de forma que nenhum cristal foi observado nos testes 
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realizados com a proteína não clivada. De forma semelhante, os cristais do GTD-MioVb 
(Figura 5.6) foram obtidos somente após da adição de quimotripsina na gota de 
cristalização (proteólise in situ), sendo que o melhor resultado obtido sem o uso da 
quimotripsina foram apenas agrupamentos policristalinos muito pequenos, formados por 
cristais com formato de agulha. 
A dificuldade e se obter cristais destas proteínas e melhora na morfologia dos 
cristais, ou mesmo a obtenção deles, após o tratamento proteolítico pode ser explicado pela 
presença de longas regiões flexíveis no GTD, como o fosfo-loop, e a fusão de 6xHis (a 
estrutura é discutida na seção 5.3), que provavelmente atrapalham a interação entre as 
moléculas em solução impedindo a formação de contatos cristalinos. A presença de regiões 
flexíveis pode promover impedimento estéricos na superfície onde se formariam os 
contatos cristalinos ou mesmo, devido a sua flexibilidade, aumentar o número de 
populações com conformações diferentes e promover a formação de diferentes agregados 





Figura 5.6. Cristais dos GTDs das miosinas V humanas. Fotografias dos cristais do GTD-MioVa 
(a), GTD-MioVb (b) e GTD-MioVc (c) com a barra de escala aproximada. A GTD-MioVa 
apresentou cristais grandes, porém bastante anisotrópicos, de forma que os cristais visualizados 
foram quebrados e fragmentos, no formato de bastões, foram utilizados para coleta de dados. 
 
Os cristais apresentado na Figura 5.6 foram utilizados para os experimentos de 
difração de raios X nas linhas de luz W01B-MX2 no LNLS (GTD-MioVa e Vc) e I02 do 
Diamond Light Source (Tabela 5.3 e 5.4). Os cristais dos GTDs das miosinas Va, Vb e Vc, 
difrataram até aproximadamente 2,1, 2,0 Å e 2,8 Å, respectivamente. Uma particularidade 
na coleta de dados do cristal do GTD-MioVc, o único em que uma solução crio-protetora 
não foi utilizada, foi a expulsão da solução cristalizante da alça onde o cristal estava 
contido. O fluxo de N2, utilizado para manter o cristal a 100K durante a coleta, expulsou o 
solvente da alça fazendo com que não houvesse formação de gelo, o que talvez 
comprometesse a coleta já que nenhum crio-protetor foi utilizado, sendo este fato 
importante para a coleta de dados adequados à determinação da estrutura. 
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As tentativas de se resolver a estrutura da GTD-MioVa foram falhas até então, 
mesmo com o uso de diversos métodos de substituição molecular, incluindo métodos mais 
modernos baseados em dinâmica molecular e estatística, ou mesmo com o uso de métodos 
de faseamento experimental, com expressão da proteína marcada com SeMet, ou 
derivatização dos cristais com átomos pesados (Adams et al., 2010; DiMaio et al., 2011; 
Garman e Murray, 2003; Glykos e Kokkinidis, 2000; Keegan e Winn, 2007; Kissinger, 
Gehlhaar e Fogel, 1999; Long et al., 2007; McCoy et al., 2007; Navaza, 1994; Schneider e 
Sheldrick, 2002; Sheldrick, 2010; Vagin e Teplyakov, 2010). Cristais do GTD-MioVa 
marcados com SeMet foram obtidos na mesma condição de cristalização do GTD-MioVa 
nativo, porém estes difrataram até aproximadamente 5 Å e não apresentaram nenhum sinal 
anômalo (dados não mostrados). Outras tentativas de incubação com metais pesados 
também foram falhas. Na maioria dos casos, a incubação com metais pesados levava a 
precipitação instantânea da proteína na gota ou a dissolução do cristal. Além disso, a baixa 
reprodutibilidade dos cristais, e sua fragilidade, dificultavam os testes de incubação com 
átomos pesados. 
De forma semelhante, os dados do GTD-MioVb foram submetidos a todos os 
procedimentos utilizados na tentativa de determinação da estrutura do GTD-MioVa, porém, 
inicialmente, todas as tentativas falharam apesar do GTD-MioVb apresentar dados de 
melhor qualidade (Tabelas 5.4 e 5.5). Tentativas de faseamento experimental também 
foram realizadas, porém na maior parte dos casos a incubação com átomos pesados era 
inviável, pois, semelhantemente a GTD-MioVa, os cristais se dissolviam ou não 
apresentavam difração após a incubação.  
Então, por fim, os dados do GTD-MioVb foram submetidos à substituição 
molecular utilizando-se o Rosetta através da interface gráfica do pacote PHENIX (Adams 
et al., 2010; DiMaio et al., 2011) onde foi possível obter um mapa de densidade eletrônica 
interpretável e um modelo inicial bastante satisfatório após aproximadamente sete dias de 
processamento (em um computador com processador Xeon (8 núcleos) e 8Gb de RAM), 
indicando um caso difícil mesmo para um programa robusto como o mr_rosetta.  
Neste programa, recentemente desenvolvido pelo grupo de David Baker, são 
combinadas etapas de substituição molecular e modelagem ab initio de regiões com baixa 
correlação (Rosetta), seguidas de modificações da densidade para aumento da qualidade do 
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mapa e refinamento isotrópico com restrições geométricas (phenix.refine). O programa 
ainda usufrui de uma biblioteca de fragmentos estruturais que são empregados na 
modelagem. A estrutura do GTD-MioVb foi então refinada e utilizada como modelo para 
determinação da estrutura dos GTD-MioVa e Vc, por substituição molecular utilizando o 
PHASER (McCoy et al., 2007), sendo possível, novamente, obter mapas de densidade 
eletrônica interpretáveis e modelos iniciais satisfatório (Figura 5.7). Os modelos obtidos 
foram refinados exaustivamente até convergência dos parâmetros estatísticos indicativos da 
qualidade do modelo (Rwork, Rfree e r.m.s.d dos comprimentos e ângulos de ligações, etc.) 
utilizando-se restrained refinament e TLS refinanament (Painter e Merritt, 2006a; Painter e 
Merritt, 2006b) nos programas REFMAC5 (Murshudov et al., 2011) e phenix.refine 
(Adams et al., 2010). 
É importante destacar o ganho de informações que foi obtido o uso do XDS 
(Kabsch, 2010) no processamento dos dados, principalmente para do GTD-MioVc. 
Utilizando-se o CC1/2 como parâmetro a resolução foi estendida sem comprometer a 
qualidade dos dados, que forma que os valores de Rwork/Rfree permaneceram praticamente 
inalterados ou melhores em comparação com os dados processados com o HKL2000 
(Otwinowski e Minor, 1997) (Tabelas 5.3 e 5.4). Todas as coordenadas e os fatores de 
estrutura foram depositados no Protein Data Bank (PDB) com os seguintes identificadores 
(ID): 4J5L (GTD-MioVa), 4J5M (GTD-MioVb) e 4L8T (GTD-MioVc). 

















Tabela 5.4. Estatísticas de processamento de dados e refinamento (XDS). 
 GTD-MioVa GTD-MioVb GTD-MioVc 
Coleta de dados    
Grupo especial P21 C2221 P4122 
Parâmetros de cela    
    a; b; c (Å) 57,80; 79,49; 94,14 69,09; 78,20; 151,82 116,40; 116,40; 114,75 
    α; β; γ (°) 90,00; 105,77; 90,00 90,00; 90,00; 90,00 90,00; 90,00; 90,00 
Resolução (Å) 45,6 - 2,20 (2,33 - 2,20) 49,0 - 2,07 (2,19 - 2,07) 81,7 - 2,95 (3,13 - 2,95) 
CC1/2a 99,7 (48,6) 99,8 (62,5) 99,9 (50,1) 
Rmeas 0,134 (1,764) 0,100 (0,712) 0,138 (2,347) 
I / σI 8,56 (0,99) 11,61 (1,65) 12,49 (0,91) 
Completeza (%) 99,4 (97,7) 99,5 (95,5) 99,6 (99,4) 
Redundância 5,25 (4,17) 4,30 (3,08) 9,55 (9,16) 
Wilson B-factor (Å2) 54,98 35,56 91,14 
    
Refinamento    
Resolução (Å) 39,36 - 2,20 49,00 - 2,07 47,07 - 2,95 
Nº de reflexões 41574 25402 17073 
Rwork / Rfree 0,205/0,264 0,189/0,232 0,222/0,274 
Nº de moléculas (proteína) 2 1 1 
Conteúdo de solvent (%) 50,08 49,75 46,76 
No. de átomos    
    Proteína 5242 2967 2950 
    Ligante/íon 10 8 0 
    Água 92 206 7 
B-factors (Å2)    
    Proteína 64,00 37,70 159,00 
    Ligante/íon 129,60 46,20 - 
    Água 58,20 40,60 113,70 
R.m.s.d da ligações    
    Distâncias (Å) 0,002 0,009 0,004 
    Ângulos (°) 0,598 0,900 0,754 
Ramachandran (%)    
    Favoráveis; permitidas; 
não permitidas 96,91; 2,95; 0,14 97,2; 1,65; 0,83 92,2; 6,13; 1,67 
Valores em parenteses se referem à camada de mais alta resolução. a conforme definido por Kabsch, 2010. Os 
dados mostrados nesta tabela foram processados com o pacote XDS, utilizando-se o CC1/2 como principal 











Tabela 5.5. Estatísticas de processamento de dados e refinamento (HKL2000). 
 GTD-MioVa GTD-MioVb GTD-MioVc 
Coleta de dados    
Grupo especial P21 C2221 P4122 
Parâmetros de cela    
    a; b; c (Å) 57,52; 79,14; 93,85 69,07; 78,17; 151,76 116,33; 116;33; 114,73 
    α; β; γ (°) 90,00; 105,91; 90,00 90,00; 90,00; 90,00 90,00; 90,00; 90,00 
Resolução (Å) 42,28 - 2,65 (2,74 - 2,65) 48,99 - 2,20 (2,24 - 2,20) 38,77 - 3,20 (3,31 - 3,20) 
Rmerge 0,098 (0,314) 0,077 (0,395) 0,097 (0,664) 
I / σI 10,55 (3,40) 16,57 (2,33) 19,79 (1,77) 
Completeza (%) 98,1 (91,6) 99,3 (93,0) 99,0 (91,1) 
Redundância 4,4 (3,8) 4,1 (2,8) 9,2 (7,2) 
Wilson B-factor (Å2) 51,85 28,62 93,55 
    
Refinamento    
Resolução (Å) 42,28 (2,65) 49,00 (2,20) 47,07 (3,20) 
Nº de reflexões 23934 21130 13337 
Rwork / Rfree 0,192/0,246 0,188/0,232 0,198/0,257 
Nº de moléculas (proteína) 2 1 1 
Conteúdo de solvent (%) 50,08 49,75 46,76 
No. de átomos    
    Proteína 5242 2967 2950 
    Ligante/íon 10 8 0 
    Água 92 206 7 
B-factors (Å2)    
    Proteína 75,10 42,30 164,70 
    Ligante/íon 153,80 46,40 - 
    Água 66,00 43,70 122,60 
R.m.s.d da ligações    
    Distâncias (Å) 0,003 0,007 0,004 
    Ângulos (°) 0,679 0,860 0,711 
Ramachandran (%)    
    Favoráveis; permitidas; 
não permitidas 96,49; 3,23; 0,28 96,97; 2,48; 0,55 93,59; 5,29; 1,11 
Valores em parenteses se referem à camada de mais alta resolução. Os dados mostrados nesta tabela foram 
processados com o pacote HKL2000, utilizando-se indicadores clássicos (Rmerge, I / σI, etc.) como parâmetro 






Figura 5.7. Mapa de densidade eletrônica das estruturas refinadas. Os mapas obtidos para as 
respectivas estruturas permitiram uma clara identificação da maioria das cadeias laterais. A figura 
mostra uma visão geral (direita) e detalhada (esquerda), das mesmas regiões dos GTDs das miosinas Va 
(a), Vb (b) e Vc (c). Na figura estão representados os mapas 2Fo-Fc a 1,5σ.  
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5.3 Análise das estruturas do domínio cauda globular das MioVs humanas e suas 
implicações funcionais 
O domínio cauda globular apresenta uma topologia estrutural conservada, se 
comparado com seus ortólogos de levedura e camundongo (Figura 5.8) (Heuck et al., 2010; 
Pashkova et al., 2006; Wei et al., 2013). Esta estrutura alongada, formada por longos feixes 
de hélice, é observada em solução também, como mostra a análise de SAXS (Figura 5.9), 




Figura 5.8. Estruturas do domínio cauda globular das miosinas de classe V. As estruturas do 
domínio cauda globular das miosinas de levedura, Mio2p (amarela) e Mio4p (laranja); de 
camundongo, MioVa (magenta); e de humanos, MioVa (verde), MioVb (vermelha) e MioVc (azul). 
As estruturas foram representadas em cartoon, com a descrição e identificador do PDB (PDB_ID) 
mostrados acima de cada uma. Todos os GTDs apresentam uma arquitetura estrutural altamente 
conservada. C, C-terminal; N, N-terminal.  
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Figura 5.9. Estruturas de baixa resolução dos GTD-MioVs em solução. (a), curvas de SAXS do 
GTD-MioVa (círculo preto), GTD-MioVb (círculo vermelho) e GTD-MioVc (círculo azul), a linha 
em cada curva de dispersão representa o ajuste de dados experimentais realizados pelo programa 
GNOM. (b), funções de distribuição de distância, p(r) do GTD-MioVa (linha preto), GTD-MioVb 
(linha vermelho) e GTD-MioVc (linha azul) calculada a partir de dados experimentais utilizando o 
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programa GNOM. (c-e), envelopes de SAXS são mostrados como superfícies transparentes 
sobrepostas nas estruturas cristalográficas representadas em cartoon. GTD-MioVa (verde), GTD-
MioVb (vermelho) e GTD-MioVc (azul). Estes dados mostram que os GTDs das miosinas V 
humanas são monoméricos e preservam a mesmo formato molecular em solução. 
 
A estrutura consiste de dois feixes de quatro hélices (α2-α5 e α7-α10) ligados por 
uma hélice longa (α6 ou hélice “cervical”) e estabilizados por meio de uma longa extensão 
C-terminal, sem estrutura secundária definida, que faz interações ao longo de toda estrutura 
(Figura 5.10). A partir da hélice α10 surge um motivo formado por três hélices α (α11-α13), 
que é estabilizado por inúmeros contatos realizados com o feixe de hélices α7-α10. A 
extensão C-terminal (Asp1810-Ile1852) engloba ambos os feixes helicoidais com inúmeros 
contatos hidrofóbicos e polares que conferem estabilidade conformacional a este arranjo de 
estrutura terciária, de forma semelhante ao observado no domínio cauda globular de 
levedura. No feixe de hélices α2-α5, a extensão C-terminal segue pela parte interna do feixe 
em direção ao N-terminal, devido às restrições estéricas impostas pelo loop presente entre 
as hélices α5-α6, formando um pequena folha β antiparalela (β1-β14) com o segmento N-
terminal que funciona como um “zíper” molecular, ajudando na estabilização dessa 







Figura 5.10. Arquitetura molecular do GTD da MioV de mamíferos. Em (a), uma representação 
em cartoon do GTD-MioVa mostrando a estrutura geral dos GTDs humanos que são constituídos 
pelos lóbulos I (hélices α2-α5, em laranja) e II (hélices α7-α10, em roxo), um segmento longo de 
hélice (α6 ou hélice cervical, em amarelo), um motivo de três hélices α (hélices α11-α13, em verde), 
uma extensão C-terminal longa (superfície em azul claro), e uma folha β (β1 e β14, em vermelho). 
A face M (à esquerda) mostra os resíduos (sticks) que interagem com o domínio motor de acordo 
com Li et al. (2008). A face C (à direita) compreende a maior parte dos sítios de ligação à carga 
conhecidos descritos para o GTD-Mio2p de levedura (Eves et al., 2012). A linha tracejada 
representa o fosfo-loop, provavelmente removido por proteólise limitada. Em (b), um diagrama 
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topológico do GTD-MioVa mostrando os elementos estruturais que constituem lóbulo I (folha β, 
feixe de hélices I, primeira metade da hélice α6 e a segunda metade da extensão C-terminal) e 
lóbulo II (segundo metade da hélice α6, feixe de hélices II, motivo de três hélices α e primeira 
metade da extensão C-terminal). Os elementos de estrutura secundária conservados são mostrados 
com o mesmo esquema de cores utilizados em (a). Numeração baseia-se na isoforma 1 do MioVa 
(UniProt Q9Y4I1). 
 
A folha β, juntamente com o feixe de hélices α2-α5, a primeira metade da hélice 
cervical (α6), e os últimos 22 resíduos de a extensão C-terminal (Phe1831-Ile1852), 
compreendem lóbulo I, ao passo que a segunda metade da hélice cervical, o feixe de 
hélices α7-α10, o motivo de três hélices α e os primeiros 20 resíduos da extensão C-
terminal (Asp1810-Pro1830) constituem lóbulo II (Figura 5.10). Lóbulo II é o mais 
conservado, de levedura a humanos, preservando todos os elementos de estrutura 
secundária e o motivo de três hélices α. Além disso, por apresentar uma estrutura alongada, 
podemos relacionar suas faces de acordo com a função desempenhada, de forma que a face 
M, caracterizada pela hélice cervical exposta ao solvente, é responsável pela interação com 
o domínio motor, enquanto face C, caracterizada pelas hélices α7 e α9-α11, é composta por 
uma grande superfície de reconhecimento que contém a maior parte dos sítios de ligação à 
carga conhecidos (Eves et al., 2012).  
Essas observações acerca da estrutura do domínio cauda globular das MioVs 
humanas podem ser estendidas para todas as MioVs de mamíferos ou mesmo para 
eucariotos superiores de forma geral, uma vez que apresenta uma alta similaridade 
sequencial com a GTD-MioVa de camundongo e a possui uma topologia estrutural bastante 
conservada (Figura 5.8). 
 
5.4 Estabilidade estrutural dos GTDs 
A presença de alguns elementos estruturais citados anteriormente, como a extensão 
C-terminal e a folha β, são fundamentais para a manutenção da estrutura terciária e, 
consequentemente, da função das miosinas de classe V, sendo isto observado não apenas na 
análise da estrutura, mas também através de evidencias experimentais. A expressão de 
diversas construções do GTD-MioVa (Figura 5.6 e Tabela 5.2) mostrou que os lóbulos 
isolados ou a remoção da extensão C-terminal resultou em proteínas instáveis, sendo sua 
expressão apenas observada na fração insolúvel, indicando que a integridade estrutural dos 
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GTDs da MioV de mamíferos é essencial para a estabilidade da proteína e a sua função. O 
fragmento N-terminal (1473FQGMLEYKKE1482) anterior ao lóbulo I também mostrou-se 
essencial para a estabilidade da proteína, de forma que a análise estrutural revelou o seu 
papel na formação de uma folha β antiparalela (β1 e β14) com o terminal C-terminal do 
GTD-MioVs humanos (Figura 5.10). 
Além disso, experimentos de fluorescência (thermal shift) mostraram um importante 
papel das interações hidrofóbicas na estabilidade dessa proteína. O aumento da polaridade 
do meio favorece o efeito hidrofóbico (repulsão de moléculas polares e atração entre grupos 
apolares), reduzindo a distância entre os grupos apolares e aumentando a força de interação 
entre estes grupos. A estabilidade térmica do GTD-MioVa foi aumentada com o aumento 
da força iônica do meio, revelando a importância das interações hidrofóbicas no interior da 
molécula e ao longo da extensão C-terminal, que faz uma série de contatos hidrofóbicos 
com ambos os lóbulos, na manutenção da estrutura terciária (Figura 5.11).  
 
 
Figura 5.11. O papel fundamental das interações hidrofóbicas na estabilidade do GTD-
MioVa. (a), a análise de thermal shift do GTD-MioVa, mostrando o aumento da estabilidade 
térmica com o aumento da força iônica do meio (concentrações de 1-500 mM de NaCl). Com 500 
mM de NaCl um ∆Tm de ~6°C foi observado. (b), este comportamento em solução está associado 
ao grande número de interações hidrofóbicas no interior do GTD-MioVa (esferas amarelas), bem 
como entre a extensão C-terminal (esferas azuis) e hélices de ambos os lóbulos. Os resíduos 
envolvidos nas interações hidrofóbicas (esferas) foram definidos pelo servidor Protein Interaction 
Calculator (PIC) (Tina, Bhadra e Srinivasan, 2007), utilizando uma distância de interação máxima 
de 4 Å. 
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Outro dado que demonstra a importância e participação dessas interações na 
manutenção da conformação do domínio cauda globular é a análise em solução do produto 
de proteólise. Os dois fragmentos do domínio cauda globular da MioVa obtidos por 
proteólise limitada, observados no gel desnaturante (Figura 5.12) que correspondem a 
lóbulos I e II (Figura 5.12), não se dissociam em condições não desnaturantes em solução, 
como mostrado nas análise de SEC, DLS e SAXS (Figura 5.13 e Tabela 5.5). 
 
 
Figura 5.12. Proteólise limitada dos GTD-MioVs. Padrão eletroforético dos GTDs da miosinas 
Va, Vb e Vc humanas nativas (não clivada) e clivada por proteólise limitada com tripsina (GTD-
MioVa), quimotripsina (GTD-MioVb), ou quimotripsina / termolisina (GTD-MioVc). As bandas 
superiores e inferiores, indicadas pelas setas, correspondem aos fragmentos C- (Frag. C-term., 
lóbulo II) e N-terminal (Frag. N-term., lóbulo I), respectivamente. Os números abaixo das setas 
indicam o tempo de incubação com as proteases em horas. M, marcador de massa molecular. N, 




Figura 5.13. Interação entre os lóbulos é mantida mesmo após a proteólise. (a) Análise de SEC 
do GTD-MioVa antes e depois da proteólise limitada mostrando que os produtos de proteólise 
eluem como uma única entidade. O mesmo foi observado nos resultados de DLS (b) onde apenas 
um pico foi observado para ambas as amostras (não clivada, linha preta, e clivada, linha vermelha), 
sendo observada uma menor polidispersividade para a amostra clivada. A análise de SAXS do 
GTD-MioVa clivado mostrando um espalhamento típico de proteínas globulares (c) e uma curva 
p(r) assimétrica típica de proteínas globulares alongadas. O envelope calculado a partir dos dados 
de SAXS (d) sobreposto na estrutura cristalográfica do GTD-MioVa (cartoon verde) corrobora com 
as análises anteriores, mostrando que mesmo clivado o GTD permanece como uma única entidade 
estrutural alongada em solução. 
 
Tabela 5.6. Parâmetros hidrodinâmicos obtidos por DLS e SAXS. 
Proteína Raio hidrodinâmico (nm) 
Polidispersividade 
(%) Rg (nm) Dmax (nm) 
GTD-MioVa 5,6 10,7 3,83 12,0 
GTD-MioVa clivada 3,8 9,1 2,95 8,8 
 
Essas observações corroboram com os resultados descritos na literatura para o 
GTD-Mio2p, que apresentou o mesmo comportamento em solução após o tratamento com 
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proteólise (Pashkova et al., 2005). Estes dados destacam que, apesar da grande divergência 
de sequência, os membros da classe V de miosina, de levedura a humanos, conservam as 
interações hidrofóbicas são responsáveis pela estabilidade do domínio cauda globular. 
 
5.5 O arranjo lobular difere na miosina Vc 
Apesar da topologia conservada, algumas diferenças estruturais foram observadas 
entre os membros de classe V de miosina, principalmente em relação à MioVc. Conforme 
destacado na introdução, a organização estrutural das MioVa e Vb são bastante semelhantes 
quanto à presença e distribuição de seus domínios na estrutura, porém a MioVc apresenta 
algumas diferenças importantes como a ausência do sítio PEST e a presença de apenas 
cinco motivos IQ, enquanto seis observados na MioVa e Vb. 
Desta forma, de acordo com o esperado, devido à alta conservação de sequência 
(Tabela 5.6), o GTD-MioVb é muito semelhante ao GTD-MioVa (Figura 5.8), 
apresentando um r.m.s.d relativo a todos os átomos, após a sobreposição de 0,49 Å, e 
conservando todos os elementos de estrutura secundária e o arranjo entre os lóbulos I e II. 
Contudo, o GTD-MioVc mostrou um arranjo entre os lóbulos diferente, apresentando um 
desvio angular de 10,5°, em relação à MioVa e Vb, o que resultou em uma estrutura mais 
curvada, apresentando um r.m.s.d relativo a todos os átomos, após a sobreposição de 1,47 Å 
(Figura 5.14). Analisando-se a estrutura cristalográfica, fica evidente que esta diferença 
angular é causada por um efeito cooperativo de inúmeras interações realizadas na interface 
entre os lóbulos, sendo que a divergência conformacional mais perceptível reside no loop 
que liga as hélices α3 e α2 (Figura 5.14). No GTD-MioVc, este loop é ligado à hélice α7 do 
lóbulo II por uma série de contatos polares e de van der Waals, enquanto que no GTD-
MioVa e Vb, os contatos deste loop são realizados com o lóbulo I na hélice α5 (interação 
eletrostática Arg1498-Glu1552). Esta troca de interações do lóbulo I para o lóbulo II no GTD-
MioVc contribui para a curvatura da molécula, que por sua vez, pode contribuir para a 






Tabela 5.7. Identidade e similaridade de sequência entre as miosinas 




Figura 5.14. O arranjo lobular difere na MioVc. (a), sobreposição estrutural do GTD-MioVa 
(cinza claro ou laranja) com o GTD-MioVc (cinza ou azul), mostrando uma estrutura mais curva no 
GTD-MioVc causada pelo deslocamento angular entre os dois lóbulos I e II. A conformação do 
loop que liga as hélices α2 e α3 (zoom), que difere na MioVc, provavelmente, é responsável por 
essa diferença observada no GTD-MioVc. 
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5.6 Semelhanças e diferenças estruturais entre os GTD-MioV humanos e de levedura 
Apesar da conservação geral da topologia estrutural do domínio cauda globular, 
incluindo os dois lóbulos formados pelos feixes de hélices e a extensão C-terminal, a 
superfície molecular observada nas estruturas humanas é muito distinta da observada em 
levedura, em termos da composição de aminoácidos, distribuição de carga, e conformação 







Figura 5.15. Alinhamento dos GTD-MioVs humanos e levedura. (a) As posições dos resíduos no 
alinhamento correspondem às sequências das miosinas Va, Vb, Vc, 2p e 4p anotadas no UniProt (Q9Y4I1, 
Q9ULV0; Q9NQX4; P19524; P32492, respectivamente). A caixa vermelha destaca o fosfo-loop, com o 
resíduo passível de fosforilação indicada com uma seta vermelha. O sítio de interação com a PTEN é indicado 
com uma chave vermelha (KKK; van Diepen et al., 2009).As Cys1600 e Cys1608, envolvidas na dimerização 
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do GTD-MioVc são indicadas pelas setas verdes. Os círculos, quadrados e triângulos indicam os sítios de 
ligação à carga identificados na Mio2p e Mio4p. Círculos escuros verdes, Vac17; círculos verdes, Vac17 e 
Mmr1; círculos amarelos, Mmr1. Quadrado verde, Kar9, Sec4, Ypt31/32; azul, Kar9, Inp2, Sec4, Ypt31/32; 
amarelo, Kar9 só; laranja, Kar9 e Inp2; vermelho, Inp2; cinza, Sec4 e Ypt31 / 32. Triângulo verde, She3p 
(Eves et al., 2012). As estrelas verdes indicam o local de interação RILPL2 (Wei et al., 2013). As sequências 
foram alinhadas utilizando o programa ClustalW2 (Larkin et al., 2007). 
 
 
Figura 5.16. Distribuição de carga da superfície nos GTD-MioVs. Os grupos carregados 
positivamente conservados nos GTDs humanos são destacados por elipses cinza e amarelas. A 
distribuição de carga é mais conservada na face M, envolvida na ligação com o domínio motor, 
enquanto que na face C é variável, sugerindo que esta região possa ser relevante para a divergência 
funcional encontrada entre as miosinas V. As superfícies foram coloridos por carga de vermelho (-1 
kV) a azul (+1 kV) e os potenciais eletrostáticos calculados usando o servidor PBEQ Solver (Jo et 
al., 2008). GTD-Mio2p, PDB_ID, 2F6H; e GTD-Mio2p, PDB_ID, 3MMI. 
 
O lóbulo II, que compõe uma grande parte do domínio dilute (ou DIL) (Odronitz e 
Kollmar, 2007), chamado impropriamente de domínio, pois não constitui um domínio em 
si, é relativamente conservado, enquanto que no lóbulo I residem as diferenças mais 
significativas (Figura 5.17). O lóbulo II não poder chamado de domínio dilute, ou mesmo 
de subdomínio, pois não representa um região estrutural estável por si só, uma vez que 
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depende de outros elementos estruturais para a sua estabilização, conforme destacado 
anteriormente (Lehninger, Nelson e Cox, 2005; Odronitz e Kollmar, 2007). A curvatura 
angular entre os dois lóbulos do GTD também é diferente, mesmo entre os três parálogos de 
MioV. Porém, quando comparados com o GTD-Mio2p, todos os GTDs das MioVs 
humanas apresentam uma estrutura mais curvadas (Figura 5.14). De forma semelhante ao 
demostrado para o GTD-MioVa em relação ao GTD-MioVc, a conformação mais aberta do 
GTD-Mio2p pode ser atribuída ao loop que liga as hélices α2 e α3, que é de 10 resíduos 
mais longo do que nos ortólogos humanos e esta localizado na parte convexa da curvatura, 
fazendo vários contatos de estabilização com lóbulo II (Figura 5.18a, zoom na face C). A 
outra MioV levedura, Mio4p, também mostrou uma geometria angular distinta entre os 
lóbulos (Figura 5.17b), no entanto, está estrutura não contém um segmento significativo do 
C-terminal, que é essencial para a estabilidade conformacional, o que pode comprometer a 
análise estrutural. Além disso, o GTD-Mio4p exibe uma identidade de sequência inferior a 
do GTD-Mio2p em relação ao GTD-MioVs de humano (Tabela 5.6). Esta variabilidade na 
curvatura angular entre os dois lóbulos indica uma plasticidade molecular dos GTD-MioVs, 




Figura 5.17. Diferenças e semelhanças estruturais entre os GTDs humanos e de levedura. 
Sobreposição estrutural do GTD-MioVa com os GTDs da Mio2p (a) e Mio4p (b) (PDB_ID, 2F6H e 
3MMI, respectivamente) destacando as principais diferenças observadas nas estruturas (r.s.m.d. 
para os átomos Cα foram de 2,5 e 4,8 Å, respectivamente). (a), o quadro à esquerda mostra um 
zoom da face M ilustrando o N- e C-terminal formando uma folha β antiparalela em humanos, em 
contraste com as hélices α encontradas na região correspondente da Mio2p. O quadro da direita 
mostra um zoom da face C destacando o loop α2/α3, que contribui para alterações na curvatura do 
GTD-Mio2p em relação aos GTD-MioVa e Vb humanos. (b), zoom do lóbulo I destacando as 
diferenças estruturais entre os GTDs humanos e da Mio4p (à esquerda) e do loop correspondente ao 
fosfo-loop em humanos (à direita), que é mais curto na Mio4p. As linhas pontilhadas em todos as 
figuras painéis ilustram as porções dos loops flexíveis ou clivadas, ausentes nos modelos 
cristalográficos. 
 
Além disso, outra diferença muito importante está no loop que liga os lóbulos I e II 
(Figura 5.17, zoom na face M), em levedura ele é mais curto e o consenso RKRT(S)SpS 
para a fosforilação pela CaMKII está ausente (Figura 5.15), sugerindo que este mecanismo 
regulatório da MioVa, através da fosforilação desse loop, não ocorre em levedura. 
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O zíper molecular, também está presente no GTD-Mio2p, no entanto, em vez de 
uma folha-β antiparalela formada entre os N- e C-terminais, como no GTD-MioVs de 
humanos, contém um par de hélices α antiparalelas envolvendo a mesma região 
correspondente (Figura 5.17a, zoom na face M). O loop que liga as hélices α5 e α6 no 
GTD-MioVs de humanos pode contribuir para a variação do zíper molecular entre levedura 
e os ortólogos de mamíferos, pois ele adota uma conformação totalmente diferente em 
relação ao GTD-Mio2p, direcionando a extensão C-terminal para o N-terminal e 
estabilizando o zíper molecular.  
Apesar das diferenças apontadas, principalmente no lóbulo I, o lóbulo II, por outro 
lado, é muito conservado, preservando não apenas todos os elementos estruturais, incluindo 
feixe de quatro hélices e o motivo de três hélices α que precede a extensão C-terminal 
(Figura 5.18), mas também alguns sítios de ligação à carga, como discutido a seguir. 
 
5.7 Análise estrutural e localização dos sítios de ligação à carga 
Apesar da grande quantidade de dados funcionais sobre as miosina de classe V de 
mamíferos disponíveis na literatura, existem pouquíssimos estudos que caracterizam 
detalhadamente as interações com outras proteínas e identificam os resíduos envolvidos 
nessas interações. Por outro lado, o conhecimento prévio da estrutura dos GTD-MioVs de 
levedura e alguns estudos de mutagênese permitiram a identificação pontual dos resíduos 
envolvidos na interação com algumas proteínas da levedura. A comparação desses sítios 
identificados em levedura com as estruturas obtidas neste estudo podem sugerir a 
conservação de certas funções das MioVs de mamíferos. 
Os sítios de ligação a outras proteínas, envolvidas no transporte de cargas 
membranares, são distribuídos nos dois lóbulos do GTD, porém em faces opostas da 
estrutura. Na face M, os sítios de ligação para as proteínas Vac17 (Vacuole-related protein 
17) e Mmr1 (Mitochondrial MYO2 receptor-related protein 1) em leveduras são 
sobrepostos e se localizam no lóbulo I, com vários resíduos encontrados na hélice α6 (Eves 
et al., 2012). No entanto, esses resíduos são pouco conservados (apenas três de onze 
resíduos são idênticos), ocorrendo trocas importantes como de resíduos carregados por 
hidrofóbicos, e vice-versa, no GTD-MioVs humanas, principalmente no GTD-MioVc, 
indicando a não conservação dessa função (Figura 5.18a). 
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Figura 5.18. Conservação de sítios de ligação à carga de levedura até humanos. (a), sítios de 
ligação para Vac17 e Mmr1 na Mio2p estão localizados no lóbulo I (face M) e pouco conservados 
no GTD-MioVs humanos. (b), lóbulo II (face C) concentra a maior parte dos sítios de ligação à 
carga conhecidos da Mio2p, inclusive para Kar9, Sec4, Ypt11, Ypt31/32 e Inp2 (Eves et al., 2012). 
Curiosamente, todos os resíduos envolvidos na interação com a Inp2 (destacados com linhas 
tracejadas na Mio2p), um adaptador para o transporte de peroxissomos, são conservadas em nos 
GTD-MioVa e Vb de humanos. No GTD-MioVc, dois dos resíduos conservados (Trp1713 e 
Tyr1721) são substituídos por cisteínas (Cys1600 e Cys1608), suportando a hipótese da 
dimerização do GTD-MioVc apresentada a seguir. 
 
As proteínas Vac17 e Mmr1 são envolvidas no transporte do vacúolo e da 
mitocôndria, respectivamente, para o broto durante a divisão celular da levedura (Ishikawa 
et al., 2003; Itoh, Toh e Matsui, 2004; Tang et al., 2003). Uma análise com a ferramenta 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul, et al., 1990), não encontrou 
nenhuma proteína de vertebrados com identidade significativa (>30%, com um e-value < 
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1e-5) relacionada a estas proteínas, mostrando que, provavelmente, as células de mamíferos 
não possuem proteínas similares às encontradas em levedura (Vac17 e Mmr1) e não a 
dispõem da mesma maquinaria de transporte. O sítio de ligação ao domínio motor no GTD-
MioVa de mamíferos está localizado na mesma face que os sítios de ligação à Vac17 e 
Mmr1, porém localiza-se no lóbulo II na vizinhança do motivo de três hélices α (Figura 
5.10).  
Na outra face (face C), estão localizados a maioria dos sítios de ligação à carga 
conhecidos para levedura, tais como Sec4 (Ras-related protein SEC4), Ypt11 (GTP-binding 
protein YPT11), Ypt31/32 (GTP-binding protein YPT31/YPT8), Kar9 (Karyogamy protein 
KAR9), e Inp2 (Inheritance of peroxisomes protein 2) (Eves et al., 2012) (Figura 5.18b). De 
forma semelhante aos sítios encontrados na face M, os sítios para essas proteínas são 
totalmente ou parcialmente sobrepostos, porém são mais conservados. Os sítios de ligação 
para as proteínas Sec4, Ypt11 e Ypt31/32, são menos conservados que os sítios para Kar9 e 
Inp2, mas mesmo assim apresentam um grau de conservação compatível com a 
conservação destas funções em mamíferos. Outra evidência que indica uma conservação 
dessas interações com proteínas relacionadas em humanos é que todas elas são GTPases da 
família Rab, proteínas com funções muito importantes para o transporte de vesículas e 
reciclagem de membrana em mamíferos (Stenmark, 2009). Uma análise no BLAST 
mostrou que as proteínas Sec4, Ypt11 e Ypt31/32 são relacionadas com as proteínas 
humanas, Rab-8b, Rab30, Rab11a, respectivamente.  
A Kar9 e Inp2, apesar de não apresentarem nenhuma semelhança sequencial 
significativa com proteínas de vertebrados, apresentam um alto grau de conservação dos 
resíduos importantes para interação em mamíferos (Figura 5.18b), sendo que os processos 
que essas proteínas participam, cariogâmia (Kar9) e transporte do peroxissomo (Inp2), 
também ocorrem em mamíferos. Curiosamente, os resíduos considerados relevantes para a 
interação da Inp2, uma proteína da superfície dos peroxissomos, são conservados no GTD-
MioVa e Vb de mamíferos. Esta organela é encontrada virtualmente em todas as células 
eucarióticas, sugerindo que a MioVa e Vb de mamíferos podem estar envolvidas no 
transporte de peroxissomos, representando uma função altamente conservada dentre as 
MioVs, de levedura a humanos. 
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O supressor tumoral PTEN, envolvido no controle da via de sinalização da 
PI3K/Akt, também foi identificada como um parceiro molecular da MioVa, sendo a 
interação muito bem caracterizada, do ponto de vista funcional e molecular, por van Diepen 
e colaboradores (2009). Porém, a falta de coordenadas atômicas para os GTD-MioVs, não 
permitia entender detalhes estruturais dessa importante interação. 
A PTEN, quando fosforilada, interage com três resíduos 
básicos 1752QLLQVKKKTDD1762 localizados no loop que liga as hélices α10 e α11 (van 
Diepen et al., 2009) (Figura 5.19a-c). A estrutura sugere que os resíduos em ambas as 
extremidades da sequência de 1757KKK1759 provavelmente estão envolvidos na interação 
com a forma fosforilada de PTEN, uma vez que estão expostas ao solvente, enquanto que o 
resíduo do meio, Lys1758, está ligado ao interior da proteína (Figura 5.19d, e). A 
substituição de Lys1759 por um resíduo de treonina em MioVc não prejudicou o caráter 
básico da região, corroborando com a interação da PTEN com a MioVc observada in vitro 
(van Diepen et al., 2009) (Figura 5.19f, g). Provavelmente, a interação ocorre através de 
uma interação eletrostática entre as lisinas, com cargas positivas, presentes no loop entre as 
hélices α10 e α11 e uma região desestruturada da PTEN contendo uma alta carga negativa 
devido à fosforilação dos resíduos Ser380, Thr382 e Thr383 (Lee et al., 1999; van Diepen 




Figura 5.19. Análise estrutural do sítio de ligação à PTEN. O grupo de lisinas envolvidas na 
ligação com a PTEN fosforilada (a-e) é conservado entre as MioVa, MioVb (a,c) e, parcialmente 
conservada, na MioVc (f, g) e na ortóloga Mio2p (h, i). As superfícies foram coloridos por carga de 
vermelho (-1 kV) a azul (+1 kV) e os potenciais eletrostáticos calculados usando o servidor PBEQ 
Solver (Jo et al., 2008).  
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No entanto, no GTD-Mio2p, o resíduo correspondente à Lys1759 é substituído por 
uma tirosina (Figura 5.19h, i), o que modifica significativamente a distribuição de cargas da 
região além de promover possíveis impedimentos estéricos devido ao volume da cadeia 
lateral da tirosina, sugerindo que esta função da Mio2p, envolvendo a PTEN, não é 
conservada em levedura. 
A RILPL2 (Rab-interacting lysosomal protein-like 2) é uma proteína centrosomal e 
ciliar que regula o conteúdo de proteína do cílio primário (Schaub e Stearns, 2013). A 
RILPL2 difere da RILP (Rab-interacting lysosomal protein) pela ausência da região que 
interage com a Rab7, não estando, assim, envolvida com a morfologia lisossomal (Wang, 
Wong e Hong, 2004). Pouco se sabe sobre as funções da RILPL2, porém até o momento 
seu papel tem sido descrito no transporte de proteínas, no controle do formato celular e na 
morfogênese neuronal. Desempenha um papel na regulação positiva da criação de espinhas 
dendríticas através da ativação da RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) e 
PAK1 (Serine/threonine-protein kinase PAK 1). 
A interação entre as MioVs e RILPL2 foi primeiramente descrita por Lisé et al. 
(2009), que também demonstrou que apenas a MioVa era capaz de interagir, porém o 
envolvimento da MioVc não foi investigado. 
A interface envolve o GTD-MioVa e os 113 resíduos do N-terminal da RILPL2, que 
contém a região-1 de homologia com a RILP (RH1, RILPhomology region-1) (Schaub e 
Stearns, 2013). Um estudo publicado recentemente, descrevendo a estrutura cristalográfica 
do GTD-MioVa de camundongo em complexo com o domínio RH1 da RILPL2, forneceu 
mais detalhes sobre essa interação (Wei et al., 2013). Este mesmo estudo confirmou a 
incapacidade do GTD-MioVb interagir com a RILPL2, mas não forneceu detalhes 
estruturais que explicassem esta incapacidade devido à falta de coordenadas atômicas para 
o GTD-MioVb. Além disso, o GTD-MioVc não foi investigado. Desta forma, com os dados 
estruturais dos três parálagos do GTD em mãos, podemos analisar e propor os 
determinantes estruturais dessa interação para os GTD-MioVs. 
A interação ocorre entre lóbulo I do GTD-MioVa (no loop entre as hélices α2-α3 e 
um segmento da extensão de C-terminal que precede a fita β14) e a região do feixe de 
hélices da RILPL2 (α2 e α3N) principalmente através de interações hidrofóbicas (Wei et 
al., 2013). Interessantemente, na estrutura altamente conservada do GTD-MioVb em 
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relação ao GTD-MioVa, existe uma diferença facilmente perceptível localizada exatamente 
no loop entre as hélices α2-α3, que é considerado essencial para o reconhecimento e ligação 
da RILPL2 (Figura 5.20a). No GTD-MioVb, esta região é pouco conservada, não apenas 
em termos de estrutura primária, mas também em termos geométricos. O loop entre as 
hélices α2-α3 adota uma conformação distinta, com a substituição de alguns resíduos 
hidrofóbicos por polares que levam a alterações na carga local, na topografia do sítio de 





Figura 5.20. Análise estrutural da interação com a RILPL2. Na figura são mostradas as 
sobreposições estruturais dos GTDs da MioVb (a) e MioVc (b) com o complexo RILPL2-MioVa de 
camundongo (PDB_ID: 4KP3). A MioVb não é capaz de interagir com a RILPL2 por causa da 
ausência de uma hélice curta com resíduos hidrofóbicos (entre as hélices α2 e α3) que realiza 
contatos com as hélices α2 (numeração dos resíduos com asteriscos) e α3N da RILPL2 (a, zoom). 
Por outro lado, apesar de sua divergência, no GTD-MioVc, esta região é conservada, apresentando a 
mesma topologia estrutural e a possuindo dois resíduos hidrofóbicos (Val1387 e Met1391) na 
superfície da hélice curta entre as hélices α2 e α3 (b, zoom). 
 
Curiosamente, apesar do GTD-MioVc ser o mais divergente entre os membros da 
classe V de mamíferos, o sítio de ligação da RILPL2 é conservado em sua estrutura. O loop 
entre as hélices α2-α3 possuí uma geometria helicoidal na mesma posição e é composto por 
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resíduos hidrofóbicos na superfície, da mesma forma que o GTD-MioVa (Figura 5.20b). 
Esta conservação estrutural sugere que, em mamíferos, a MioVc também possa interagir 
com a RILPL2 e, desta forma compensar a falta da MioVa na execução dessa função. 
Apesar de alguns membros da classe V desempenharem funções mais específicas, 
como na interação com RILPL2, em que a MioVb não é capaz de interagir, alguns 
resultados da literatura, como a interação da PTEN com as os três membros da classe V, e a 
possível conservação da interação com a RILPL2 pela MioVc demonstrada aqui, indicam 
uma possível sobreposição de funções entre as MioVs (Lisé et al., 2009; van Diepen et al., 
2009; Wei et al., 2013). Esta sobreposição de funções pode ser uma das possíveis 
explicações para a existência de três genes diferentes que codificam para uma mesma classe 
de miosina. Dado o seu papel no transporte intracelular, fundamental para a homeostasia 
celular, a compensação da função por proteínas parálogas, no caso da perda de função por 
alguma delas, é fundamental para a manutenção da viabilidade celular. 
Outra importante relação que pode ser apontada aqui é o envolvimento das MioVs 
em vias de crescimento, forma e proliferação celular. Como já citado anteriormente, a 
MioVa pode regular negativamente a via da PI3K/Akt através do transporte da PTEN para 
regiões próximas a membrana, onde a PTEN catalisa a desfosforilação do fosfatidilinositol-
(3,4,5)-trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3), podendo também desfosforilar outras proteínas, 
antagonizando, assim, a ação da PI3K e inibindo vias inferiores de crescimento e 
proliferação celular (van Dipen et al., 2009). A RILPL2 atua como um ativador da RAC1 
que através de seus efetores pode regular diversas funções, dentre elas a dinâmica do 
citoesqueleto, através da polimerização da actina, regulando a forma celular, expressão 
gênica e vias de proliferação celular (Bosco, Mulloy e Zheng, 2009). A PI3K, que tem sua 
atividade antagonizada pela PTEN, é capaz de ativar a Rac1 (Wertheimer et al., 2012), 
demonstrando o alto grau de envolvimento das MioVs como reguladoras de vias integradas 
de controle do crescimento, forma e proliferação celular através do transporte de proteínas 





5.8 Mecanismos regulatórios das miosinas de classe V 
 
5.8.1 A fosforilação altera a flexibilidade do domínio cauda globular 
Apesar da grande diversidade funcional descrita para as miosinas de classe V, os 
mecanismos que regulam suas funções, localização celular ou mesmo a interação com 
outras proteínas ainda são pouco conhecidos. 
Sabe-se que a concentração de Ca2+ e a presença de carga podem regular a dinâmica 
entre o estado ativo ou inibido da MioVa, bem como que a ligação de proteínas 
adaptadoras, como a melanofilina, está relacionada com funções específicas (Thirumurugan 
et al., 2006; Strom et al., 2002; Hammer III e Sellers, 2012), porém mecanismos 
regulatórios relacionados diretamente ao GTD, que modifiquem ligação à carga ou regulem 
a função das MioVs, ainda são pouco conhecidos. 
Um mecanismo regulatório descrito na literatura, porém não muito bem entendido 
ainda, é a fosforilação do GTD-MioVa. A fosforilação do GTD-MioVa, pela CaMKII, 
estaria relacionada com a regulação do transporte de organelas durante a mitose (Karcher et 
al., 2001) e com a localização nuclear da MioVa, sendo a forma fosforilada encontrada 
exclusivamente nos speckles nucleares, podendo estar envolvida na regulação da expressão 
gênica (Pranchevicius et al., 2008). Já se sabe que o que o GTD-MioVa é fosforilado no 
motivo 1647RKRT(S)SpS1652 (Figura 5.21) (Karcher et al., 2001), no entanto, as implicações 
estruturais desta modificação pós-traducional permanece indeterminada. 
O sítio de fosforilação está totalmente conservado em todos os GTD-MioV 
humanos, possuindo uma assinatura canônica RKRT(S)SpS, permitindo-se substituições 
conservativas de resíduos básicos e da serina por treonina (Figura 5.21a). A estrutura dos 
GTD-MioVs revelou que o sítio de fosforilação está localizado na ponta de um longo loop 
(His1632 até Thr1660, na MioVa) situado entre os dois lóbulos, que liga as hélices α6 e α7 
(fosfo-loop) (Figura 5.10a), sendo pouco provável que a fosforilação por si só provoque 
alguma alteração conformacional, porém a mudanças conformacionais podem ocorrer 
através da interação do fosfo-loop com a superfície do GTD. Grande parte do fosfo-loop 
não esta presente nas estruturas do GTD provavelmente devido ao tratamento proteolítico 
realizado para a cristalização da amostra, porém algumas hipóteses para as alterações 
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estruturais induzidas pela fosforilação estruturais foram levantadas com base na localização 
desse loop em relação ao restante da estrutura. Sendo estas hipóteses apoiadas por análises 
complementares realizadas em solução através da coleta de dados de SAXS. 
A disposição geométrica das hélices que formam as extremidades do fosfo-loop 
sugere que, uma vez fosforilado, e, portanto com uma carga mais negativa (Ser-PO42-), este 
loop provavelmente deve interagir com uma região conservada de carga negativa localizada 
na face M do lóbulo II, envolvida no reconhecimento e ligação do domínio motor (Figura 
5.16). Outro conjunto de resíduos básicos, presentes na face M do lóbulo I, também é 
conservado em entre os membros da classe V. No entanto, devido à disposição estrutural do 
fosfo-loop, a ligação a essa região é menos provável (Figura 5.16). A análise da carga de 
superfície corrobora com a hipótese do fosfo-loop se ligar a face M, uma vez que apenas 
nesta face encontram-se extensas regiões com carga positiva (Figura 5.16).  
Corroborando com hipótese do fosfo-loop interagir com estrutura quando 
fosforilado, a análise de Porod-Debye de dados de SAXS revelou uma flexibilidade mais 
elevada para o GTD-MioVa nativo (sem mutação) e o mutante GTD-MioVaS1652A 
(controle do estado não fosforilado), quando comparado com o mutante GTD-
MioVaS1652E (que mimetiza o estado fosforilado) (Figura 5.21b). Isto sugere que a 
fosforilação desempenha um papel na restrição de mobilidade fosfo-loop, provavelmente 
através da interação da fosfo-serina com o conjunto de resíduos básicos na face M (Figura 
5.16). Além disso, os cristais de todos os três GTD-MioVs só foram obtidos após a 
clivagem desta região por proteólise limitada, apoiando que este loop é intrinsecamente 




Figura 5.21. Alterações estruturais induzidas pela fosforilação do GTD. (a), a sequência do fosfo-
loop dos parálogos humanos da MioV destacando o resíduo serina passíveis de fosforilação (em 
vermelho). O fosfo-loop apresenta uma alta conservação não apenas no resíduo de serina, mas também 
do consenso RKRT(S)SpS e da maioria dos resíduos. (b, e), a análise de Porod-Debye dos dados de 
SAXS do GTD-MioVa mostra uma redução da flexibilidade da molécula no mutante fosfo-mimético 
(S1652E) (triângulo vermelho) pela formação de um platô no gráfico q4I(q) vs. q4 (b), em comparação 
com a proteína nativa (circulo preto) ou o mutante S1652A (triângulo azul). (c) curva de espalhamento 
(SAXS) mostrando uma diferença na região de alto ângulo para o mutante S1652E. (d) gráfico de 
Krakty com um comportamento parabólico indicando que todas as proteínas são globulares. O 
crescimento no final da curva, região de alto ângulo, na proteína nativa e mutante S1652A, não 
observado no mutante S1652E, sugerem a presença de uma região flexível (fosfo-loop). (f) O tratamento 
dos dados de SAXS por q3I(q) vs. q3 verifica a intensidade não decai com q-4 , mas sim com q-3, para o 
estado não-fosforilada.  
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Apesar das informações sobre a fosforilação do GTD serem muito escassas, nossas 
análises sugerem que a interação do loop fosforilado com a região de carga positiva 
conservada na face M do lóbulo II poderia gerar uma nova região funcional, que pode estar 
relacionada com o reconhecimento e ligação de proteínas nucleares, de acordo com dados 
de localização celular (Pranchevicius et al., 2008). Por outro lado, a conservação da face M 
está relacionada com o mecanismo de auto inibição, sugerindo que a interação do fosfo-
loop com esta região poderia regular este mecanismo nas miosinas de classe V em 
mamíferos. De fato experimentos preliminares realizados pela Dra. Hana Velvarská 
(Velvarská, 2012), indicam uma participação do fosfo-loop no mecanismo de auto inibição 
e confirmam que o GTD fosfo-mimético (GTD-MioVaS1652E) não é capaz de inibir a 
atividade a ATPásica do domínio motor, sugerindo que a fosforilação do GTD no fosfo-
loop é importante para o desligamento do estado inibido. 
 
5.8.2 Um novo mecanismo redox regula a dimerização do GTD na MioVc  
A MioVc é o membro da classe V mais divergente, em relação à sequência e 
estrutura do GTD, que se mostrou mais curvada quando comparado ao GTD-MioVa e Vb. 
Outra diferença muito interessante encontrada foi a troca de dois resíduos aromáticos na 
superfície do GTD-MioVa e Vb, por cisteínas. Os resíduos Trp1713 e Tyr1721, 
encontrados no GTD-MioVa e Vb, são conservados inclusive no GTD-Mio2p e fazem parte 
do sítio de interação da proteína Inp2 em levedura. Esta troca por cisteínas no GTD-MioVc, 
pode estar relacionada a um novo e único mecanismo de dimerização da MioVc 
independentemente do coiled-coil através do GTD. 
Apesar de um monômero ser encontrada na unidade assimétrica do cristal de GTD-
MioVc, uma análise da interface cristalográfica com o servidor PISA (Krissinel e Henrick, 
2007) identificou um arranjo dimérico energeticamente estável (área enterrada = 2320 Å2 e 





Figura 5.22. Mecanismo de dimerização via ligação dissulfeto único da MioVc. (a) dímero 
cristalográfico do GTD-MioVc sugerindo que dimerização pode ser regulada por um mecanismo redox 
via Cys1600 e Cys1608. A área enterrada e os valores de ∆G foram calculados utilizando-se o servidor 
PDBePISA (Krissinel e Henrick, 2007) a partir da interface dimérica. (b), a análise de SDS-PAGE do 
GTD-MioVc em condições não redutora (sem β mercaptoetanol) e redutora (com β-mercaptoetanol). As 
bandas correspondentes ao monômero e o dímero são indicadas por setas. M, marcador de massa 
molecular. (c) análise por SEC da proteína nativa e mutantes das cisteínas 1600 e 1608 do GTD-MioVc 
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mostrando que a incubação com H2O2 induz a formação de dímeros apenas na proteína nativa (painel 
superior) e mutantes individuais (painel do meio, C1600A e C1608A), mas não no duplo mutante (painel 
inferior, C1600A/C1608A). Em condições redutoras, de tipo selvagem se comportaram como monômero 
(painel superior).  
 
A confirmação da existência desse dímero em solução foi realizada através de 
estudos in vitro, que mostraram que a dimerização do GTD-MioVc é sensível à agentes 
oxidantes e redutores (Figura 5.22b, c). Na presença de agentes redutores, o GTD-MioVc 
se comporta exclusivamente como monômero em solução, enquanto a adição de compostos 
oxidantes leva à dimerização. 
A análise estrutural da configuração dimérica, revelou a presença de dois resíduos 
de cisteína na interface, Cys1600 e Cys1608, que estão presentes apenas nos GTDs da 
MioVc. Os dois resíduos de cisteína estão localizados na hélice α9 e espaçados por ~14 Å, 
o que impede a formação de qualquer ligação de dissulfeto intramolecular, sugerindo que 
ambos podem estar envolvidos na estabilização da forma dimérica. 
A análise por cromatografia de exclusão molecular em coluna analítica de diferentes 
mutantes do GTD-MioVc (C1600A, C1608A e C1600A/C1608A), confirmou que a 
presença de ao menos uma dessas cisteínas é suficiente para o processo de dimerização 
através da formação de uma ligação dissulfeto. Somente a dupla mutação C1600A/C1608A 
foi capaz de inibir a formação do dímero em condições oxidantes, permanecendo 
monomérica, mesmo após a adição de 10 mM de H2O2 (Figura 5.22d). No GTD-MioVa e 
Vb, as Cys1600 e Cys1608 são substituídos por um Trp e uma Tyr, respectivamente, 
apoiando que este mecanismo redox é único da MioVc, uma vez que qualquer evidência de 
dimerização não foi observada nas purificações dos GTDs da MioVa e Vb, nem nas 
análises cristalográficas. 
Interessantemente, este arranjo dimérico envolve exclusivamente lóbulo II com uma 
orientação de tal forma que toda a face M e a maior parte da face C permanecem expostas 
ao solvente, permitindo a ligação ao domínio motor, no estado inibido, ou ainda o 
reconhecimento e ligação de cargas. Além disso, a simetria bilateral desta configuração 
dimérica resulta em faces equivalentes posicionadas nos lados opostos, o que seria 
importante para evitar impedimentos estérico na interação com o domínio motor ou o 
reconhecimento de grandes cargas celulares típicas, como vesículas. Ainda, esta 
configuração dimérica possui um grande espaço entre os lóbulos I de ambas as subunidades 
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que, combinado com uma estrutura mais curvada, característica do GTD-MioVc, permite a 
acomodação da cauda medial na MioVc dimérica. 
Em conjunto, essas observações sugerem que esta forma dimérica é 
fisiologicamente viável, podendo se formar em condições onde o citoplasma se torna 
menos redutor, como na presença de espécies reativas de oxigênio (Cumming et al., 2004), 
e representa um novo mecanismo regulador, exclusivo da MioVc, o membro mais 
divergente da classe V encontrado em mamíferos. 
 
5.9 Análise estrutural de alta resolução do estado inibido da miosina Va 
Apesar dos diversos mecanismos de regulação da MioVs, como a fosforilação e a 
interação com proteínas adaptadoras, a auto inibição é o mais estudado (Li et al., 2008; Liu 
et al., 2006; Thirumurugan et al., 2006). No processo de auto inibição, o GTD interage com 
o domínio motor (DM) inibindo a atividade de ATPase e resultando numa estrutura 
compacta e com fraca afinidade para a actina (Li et al., 2006). Este mecanismo é, 
paradoxalmente, regulado pelo Ca2+, de forma que concentrações muito baixas de Ca2+ 
levam à formação ou mantêm o estado inibido e por outro lado concentrações altas levam a 
dissociação da CaM do pescoço da MioV fazendo com que ele perca a rigidez e tornando o 
movimento menos processivo (mais lento e curto). Supõe-se que a concentração de Ca2+ 
necessária para ativar a MioV seja menor do que a necessária para dissociar uma CaM, 
porém ainda é um pouco difícil imaginar esse complexo mecanismo in vivo, de forma que a 
presença de cargas, levando a competição entre as cargas e o DM pelo GTD, pode ser o 
mecanismo fisiológico para converter a MioV de sua conformação inativa para seu estado 
ativo (Krementsov, Krementsova e Trybus, 2004; Lu, Krementsova e Trybus, 2006).  
Estudos de microscopia eletrônica levaram a descoberta e um melhor entendimento 
sobre forma inativa da MioVa de camundongo, revelando uma conformação dobrada com 
uma forma triangular causada pela interação entre o GTD e o DM (Li et al., 2008; Liu et 
al., 2006; Thirumurugan et al., 2006). Além disso, a mutagênese de prováveis resíduos 
envolvidos na interação, revelou que o resíduo ácido Asp136 do DM e os resíduos básicos 
Lys1708 e Lys1781 do GTD (correspondente aos resíduos Lys1706 e Lys1779 na MioVa 
de camundongo, respectivamente) são essenciais para a estabilização da conformação 
inativa “fechada” (Li et al., 2008; Liu et al., 2006). Porém o entendimento mais detalhado, 
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em alta-resolução, da interação GTD-DM permaneceu bastante limitado devido à falta de 
coordenadas atômicas para o GTD de mamíferos, de forma que a estrutura de outros 
domínios da MioV, como o DM e o pescoço, já eram conhecidos. Assim, para compreender 
melhor os determinantes estruturais envolvidos na inibição da atividade da ATPase pelo 
GTD, foram realizadas simulações de docking molecular in silico, utilizando as 




Figura 5.23. Análise de docking molecular. A distribuição das distâncias entre os pares de 
resíduos Asp136 e Lys1781 (a), e Asp136 e Lys1708 (b), considerados essenciais para a interação 
DM-GTD, em função da energia de ligação avaliada durante a rotina de docking. Os resultados 




Figura 5.24. Análise de alta resolução da interação entre o domínio motor e cauda globular da 
MioVa. (a), complexo domínio motor-GTD montado com base na análise de docking molecular 
realizada com base nos dados de mutagênese de Li et al. (2008). Os subdomínios do domínio motor 
(superfície) foram nomeados de acordo com Coureaux et al. (2003). (b), detalhes da interface entre 
domínio motor e o GTD da MioVa destacando os vários contatos eletrostáticos, incluindo a 
interação entre o Asp136 do domínio motor a Lys1781 do GTD, que é essencial para a estabilização 
da conformação dobrada (estado inativo) (Li et al., 2006; Li et al., 2008; Thirumurugan et al., 
2006). 
 
A melhor interface modelada entre GTD e DM obteve uma energia de ligação de 
4327 kJ/mol, com uma área enterrada de 1523 Å2, sendo estabilizada por uma série de 
interações hidrofóbicas, polares e eletrostáticos (Figura 5.24a, Tabelas 5.7 e 5.8), e 
envolvendo uma região altamente conservada entre parálogos humanos do GTD-MioVs. 
Esta interface envolve quase que exclusivamente o subdomínio N-terminal do DM e a face 
M do lóbulo II no GTD, deixando livre o sítio de ligação à actina. Corroborando com a 
hipótese de Thirumurugan et al. (2006), a superfície que compreende os resíduos 117-137 
do DM, que compõe um motivo hélice-loop-hélice, foi identificada como sendo uma região 
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importante para a interação com o GTD. As hélices α6, α8, α12, e α13, incluindo um 
segmento de extensão C-terminal do GTD, compõe a interface com o domínio N-terminal 
do DM (Figura 5.24b). Além disso, a interação GTD-DM não parece bloquear diretamente 
o sítio de ligação ao ATP, mas provavelmente interfere no reconhecimento e ligação do 
ATP através das interações com o loop Ile111-Glu121 que orienta a base de adenina do ATP. 
Ainda, o motivo de três hélices α do GTD parece agir como uma barreira física para o 
subdomínio converter do DM (responsável pela amplificação do movimento), com uma 
interação eletrostática entre os resíduos Arg709 e Glu1791 (Figura 5.24). Estas observações 
sugerem que a ligação do GTD no DM prejudica a coordenação do ATP, na região da base, 
e também bloqueia quaisquer modificações conformacionais relacionadas com o 
subdomínio converter, mantendo acessível o sítio de ligação à actina. 
Além disso, o complexo GTD-DM foi comparado com os atuais modelos 
disponíveis para o estado inibido da MioV propostos por Liu et al. (2006) e Thirumurugan 
et al. (2006) (Figura 5.25). A superposição do complexo GTD-DM sobre o modelo de 
domain swapping (que envolve a interação do GTD com o DM do dímero vizinho, no 
modelo de “roseta” formado por seis dímeros de MioVa; Liu et al., 2006) não mostrou 
concordância com o mapa de densidade eletrônica proveniente dos experimentos de crio-
microscopia eletrônica (crio-EM) (Electron Microscopy Data Bank ID 1201, com 24 Å de 
resolução), sugerindo um arranjo diferente da MioVa dimérica no modelo de “roseta” 
(Figura 5.25a). O melhor resultado obtido a partir do encaixe por corpo rígido (CC = 0,817) 
do complexo GTD-DM no o mapa de densidade eletrônica de crio-EM indicou uma 
configuração que se assemelha a conformação fechada obtida por estudos de microscopia 
eletrônica de molécula única (Thirumurugan et al., 2006) (Figura 5.25b, c). De acordo com 
os nossos resultados de docking, ao invés do modelo de domain swapping sugerido por Liu 
et al. (2006), complexos intramoleculares de CDB-DM são formados, e cada subunidade 
dimérica é inclinada em relação à molécula adjacente para compor a arquitetura de “roseta” 
formada por seis dímeros, conforme proposto por Sellers et al. (2008) (Figura 5.25d). Esta 
interpretação satisfaz todas as restrições experimentais, incluindo coordenadas atômicas do 
DM (PDB_ID, 1W7J) (Coureux et al., 2003) e do GTD-MioVa (obtidas neste estudo), os 
dados de mutação (Li et al., 2008; Thirumurugan et al., 2006), as imagens de molécula 
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única (Thirumurugan et al., 2006), e o mapa de densidade eletrônica obtida por crio-EM 
(Liu et al., 2006). 
 
 
Figura 5.25. Modelo estrutural para a conformação inibida de MioVa. (a), sobreposição do complexo 
DM-GTD resultante da análise de docking molecular no modelo 2DFS proposto por Liu et al. (2006), 
indicando uma divergência com os dados experimentais de microscopia eletrônica (mapa de densidade de 
eletrônica mostrado em cinza). (b), o melhor ajuste do complexo DM-GTD no mapa de densidade eletrônica 
(cinza) obtido por refinamento de corpo rígido, o qual se assemelha as imagens de partícula única 
(Thirumurugan et al., 2006). (c), modelo estrutural da conformação dobrada da MioVa baseado no complexo 
DM-GTD encaixado no mapa de crio-EM com uma orientação semelhante observada nos estudos de 
molécula única (Thirumurugan et al., 2006). (d), a montagem de seis dímeros de MioVa no arranjo de roseta 
(painel superior) de acordo com os nossos resultados. A interface do DM-GTD formada por contatos 
intramoleculares (intra-dímero) sem “domain swapping”, corroborando com a reinterpretação proposta por 
Sellers et al. (2008). Nesta configuração, cada dímero é inclinado e colocado sobre o dímero adjacente para 
formar a arquitetura de roseta como representado esquematicamente (painel inferior).  
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Estes resultados suportam que o conjunto biológico do estado inibido da MioV 
consiste de uma MioV dimérica dobrada, como mostrado pelas imagens de uma crio-EM de 
molécula única (Thirumurugan et al., 2006) que está inclinado e colocados sobre a 
molécula adjacente para formar o complexo em forma de “roseta”, formado por seis 
dímeros, observado em cristais bidimensionais (Sellers et al., 2008). 
 
Tabela 5.8. Interações hidrofóbicas e eletrostáticas entre o DM-
GTD definidas pelo docking molecular. 
Domínio Posição Resíduo Domínio Posição Resíduo 
Interações hidrofóbicas 
DM 69 Val GTD 1798 Val 
DM 91 Val GTD 1798 Val 
DM 98 Leu GTD 1817 Leu 
DM 98 Leu GTD 1780 Val 
DM 98 Leu GTD 1785 Leu 
DM 116 Leu GTD 1817 Leu 
DM 116 Leu GTD 1815 Pro 
DM 117 Pro GTD 1818 Leu 
DM 118 Ile GTD 1818 Leu 
DM 118 Ile GTD 1817 Leu 
DM 123 Ile GTD 1706 Leu 
DM 123 Ile GTD 1818 Leu 
DM 126 Ala GTD 1706 Leu 
DM 127 Tyr GTD 1706 Leu 
DM 670 Phe GTD 1815 Pro 
DM 670 Phe GTD 1817 Leu 
Interações eletrostáticas 
DM 71 Glu GTD 1708 Lys 
DM 71 Glu GTD 1795 Arg 
DM 73 Asp GTD 1708 Lys 
DM 73 Asp GTD 1795 Arg 
DM 95 Asp GTD 1802 Arg 
DM 95 Asp GTD 1809 Arg 
DM 121 Glu GTD 1822 Lys 
DM 134 Asp GTD 1707 Arg 
DM 136 Asp GTD 1781 Lys 
DM 97 Lys GTD 1813 Asp 




Tabela 5.9. Ligações de hidrogênio entre o DM-GTD definidas pelo docking 
molecular. 
Domínio Posição Resíduo Átomo Domínio Posição Resíduo Átomo Distância 
Ligações entre cadeias principais 
DM 136 Asp N GTD 1706 Leu O 2,89 
GTD 1708 Lys N DM 134 Asp O 2,96 
GTD 1709 Asp N DM 134 Asp O 2,99 
GTD 1798 Val N DM 66 Asp O 3,03 
GTD 1798 Val N DM 69 Val O 3,44 
Ligações entre cadeias principais e laterais 
GTD 1784 Asn ND2 DM 70 Gly O 3,05 
GTD 1816 Gln NE2 DM 115 Gln O 3,12 
Ligações entre cadeias laterais 
DM 96 Ser OG GTD 1784 Asn OD1 3,32 
DM 96 Ser OG GTD 1784 Asn ND2 3,26 
DM 97 Lys NZ GTD 1813 Asp OD1 2,89 
DM 97 Lys NZ GTD 1813 Asp OD2 2,92 
DM 122 Asp OD1 GTD 1622 Gln NE2 2,92 
DM 709 Arg NH1 GTD 1791 Glu OE1 2,75 
DM 709 Arg NH2 GTD 1791 Glu OE1 3,25 
DM 709 Arg NH2 GTD 1791 Glu OE2 2,89 
GTD 1622 Gln NE2 DM 122 Asp OD1 2,92 
GTD 1707 Arg NH1 DM 130 Gln OE1 3,34 
GTD 1707 Arg NH2 DM 130 Gln OE1 3,12 
GTD 1707 Arg NE DM 134 Asp OD2 2,85 
GTD 1707 Arg NH2 DM 134 Asp OD2 3 
GTD 1708 Lys NZ DM 71 Glu OE1 2,98 
GTD 1708 Lys NZ DM 71 Glu OE2 2,96 
GTD 1708 Lys NZ DM 73 Asp OD2 2,89 
GTD 1781 Lys NZ DM 136 Asp OD1 3,23 
GTD 1781 Lys NZ DM 136 Asp OD2 2,76 
GTD 1784 Asn OD1 DM 96 Ser OG 3,32 
GTD 1784 Asn ND2 DM 96 Ser OG 3,26 
GTD 1795 Arg NE DM 71 Glu OE2 2,97 
GTD 1795 Arg NH2 DM 71 Glu OE2 2,89 
GTD 1799 Ser OG DM 66 Asp OD2 3,16 
GTD 1802 Arg NH1 DM 95 Asp OD2 3,06 
GTD 1809 Arg NH2 DM 95 Asp OD1 2,9 
GTD 1822 Lys NZ DM 121 Glu OE1 2,84 




6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Apesar da elevada conservação da topologia estrutural dos GTD-MioVs, de 
levedura a humanos, incluindo os dois feixes hélices, ligados a uma hélice central e 
estabilizada pela extensão C-terminal, a superfície molecular apresenta uma baixa 
conservação, causada por diferenças na distribuição de carga, identidade sequencial e 
arranjo lobular que resultam em diferenças nos mecanismos de seleção e ligação à carga. 
No entanto, algumas funções foram preservadas através da evolução, como a conservação 
do sítio da Inp2 no GTD de levedura a humanos. Além disso, entre os GTDs humanos, 
existem diferenças significativas, provavelmente relacionadas à diferenciação funcional. 
Dois exemplos são a dimerização redox da MioVc, que envolve resíduos de cisteína do 
GTD (Cys1600 e Cys1608 ) conservados apenas neste membro da classe V, e a divergência 
local entre MioVa e Vb, na região do entre as hélices α2 e α3, que confere especificidade 
de ligação à RILPL2 MioVa (e provavelmente para MioVc). Por outro lado, a alta 
conservação observada entre o GTD-MioVa e GTD-MioVb indica uma possível 
sobreposição funcional, podendo haver uma compensação funcional entre os membros da 
classe V. Nesse sentido, estudos recentes demonstraram uma sobreposição funcional entre 
as miosinas Va e Vb em vias de sinalização que regulam o crescimento e a proliferação 
celular (van Diepen et al., 2009). 
O estado fosfo-mimético (GTD-MioVaS1652E) do fosfo-loop, que liga os lóbulos I 
e II, induziu alterações estruturais no GTD, reduzindo a flexibilidade conformacional, que 
podem estar relacionadas com a interação do fosfo-loop fosforilado com o sítio de ligação 
domínio motor (resíduos Arg1707, Lys1708, Lys1781 e Arg1795) podendo afetar a formação do 
estado inibido. Estudos anteriores demonstraram a localização nuclear da MioVa 
fosforilada, de forma que estas modificações conformacionais induzidas por fosforilação 
pode estar envolvidas no surgimento de novos sítios de interação para o reconhecimento e a 
ligação de proteínas nucleares. 
Além disso, uma análise de alta resolução da ligação do GTD no domínio motor 
(DM) indica um papel importante para o subdomínio N-terminal do DM na estabilização do 
estado inibido, através de extensos contatos eletrostáticos com o lóbulo II do GTD que 
podem promover impedimentos estéricos para a movimentação do subdomínio converter 
do DM induzida pela hidrólise do ATP. Baseado no complexo DM-GTD, foi proposto um 
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modelo estrutural para o estado inibido (Figura 5.25) que corrobora com os dados 
experimentais e apoia a reinterpretação de Sellers et al. (2008) do mapa de densidade 
eletrônica de crio-EM.  
Além disso, nossos dados destacam que a MioVc possuí características únicas no 
seu GTD, não observadas até então, como o arranjo lobular distinto e capacidade de auto 
dimerização de forma independente do coiled-coil regulada por um mecanismo redox. 
Desta forma, a determinação de todas as três estruturas do GTD das miosinas V 
humanas contribui com uma importante peça no complexo quebra-cabeça estrutural da 
classe V de miosinas, permitindo uma visão molecular mais profunda na enorme 
quantidade de dados funcionais disponíveis para esta classe, que é a mais estudada das 




Com a determinação das estruturas cristalográficas dos GTDs das três miosinas de 
classe V humanas diversas observações funcionais puderam ser melhor entendidas. Por 
outro lado, a análise estrutural indicou o envolvimento das miosinas de classe V em 
funções ainda não muito exploradas em mamíferos, mas possivelmente conservadas desde a 
levedura, como o transporte de peroxissomos. Além disso, a análise estrutural da 
fosforilação da Ser1652 do GTD-MioVa mostrou ser importante para a regulação do estado 
inibido da MioVa, bem como, possivelmente, para a seleção de cargas celulares, e não 
apenas para a localização nuclear da MioVa, como mostrado previamente. E ainda, um 
novo e único mecanismo de dimerização do GTD-MioVc dependente de ligações de 
dissulfeto foi demonstrado, sugerindo a existência de um novo mecanismo de regulação 
exclusivo deste membro da classe V. 
Desta forma, estas novas funções e mecanismos regulatórios precisam agora ser 
contextualizados e melhor compreendidos utilizando experimentos funcionais in vitro e in 
vivo, a fim de explorar estas possíveis novas funções das miosinas de classe V em 
mamíferos. Alguns experimentos de interação já estão em andamento em nosso grupo, de 
forma que a determinação das estruturas dos GTDs foi imprescindível para o desenho de 
experimentos mais detalhados. Assim, espera-se que as estruturas aqui apresentadas e sua 
análise sejam úteis para um entendimento mais detalhado das inúmeras funções 
desempenhadas por esta classe de miosinas, bem como as novas funções levantadas por 
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9.1 Cristalografia macromolecular e novos métodos ab initio de faseamento 
A cristalografia é considerada uma das técnicas mais poderosas para a análise 
estrutural de uma vasta diversidade de materiais, desde minerais até organelas inteiras, 
como o ribossomo (Ben-Shem et al., 2010), sendo uma das únicas técnicas capazes de 
fornecer detalhes precisos ao nível atômico. Na biologia, a cristalografia de 
macromoléculas esteve e está presente em estudos fundamentais da bioquímica e biologia 
celular como da estrutura do DNA, mecanismos de transcrição, síntese proteica e 
transdução de sinal (Ban et al., 2000; Cherezov et al., 2007; Cramer, Bushnell e Kornberg, 
2001; Watson e Crick, 1953). 
Porém as etapas até a obtenção da estrutura tridimensional de macromoléculas 
geralmente são bastante laboriosas e algumas vezes essencialmente empíricas. Antes 
mesmo do experimento de difração, existem estreitos gargalos neste processo como a 
expressão heteróloga em quantidades satisfatórias e com enovelamento nativo, purificação 
e cristalização das proteínas (Chayen e Saridakis, 2008). Mesmo após a obtenção de cristais 
de qualidade, o experimento de difração nos fornece apenas as amplitudes das ondas 
espalhadas (|Fhkl|), mas não as fases (φhkl), o que constituí o “problema da fase”, de modo 
que é necessário o conhecimento desses dois componentes para o cálculo do mapa de 
densidade eletrônica e subsequente construção do modelo tridimensional (Taylor, 2003). 
Sendo assim, as fases dos |Fhkl| da proteína devem ser obtidas por métodos matemáticos 
envolvendo ou não novos experimentos de difração, como a substituição isomórfica, 
espalhamento anômalo, substituição molecular (MR) e métodos diretos (Taylor, 2003). A 
MR é o método mais utilizado atualmente1, tendo em vista o grande número de estruturas 
disponíveis no Protein Data Bank (PDB) e o fato de não necessitar de outros conjuntos de 
dados derivados, como na substituição isomórfica e no espalhamento anômalo. Contudo, a 
dependência de modelos com moderada/alta identidade para a MR muitas vezes é uma 
barreira para a resolução de novas estruturas de proteínas, aumentando o tempo entre a 
1 Mais de 49 mil estruturas de um total de ~90 mil foram resolvidas por substituição molecular, com um aumento 
significativo do uso deste método desde o ano 2000. Fonte: PDB, 05/2013. 
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coleta de dados até a determinação e publicação da estrutura. Além disso, dada a 
importância das fases para o cálculo da densidade eletrônica, as estruturas obtidas por MR 
podem estar sujeitas a influências do modelo utilizado e em alguns casos necessitam de 
validações posteriores (Taylor, 2003). Métodos de faseamento experimental, como a 
substituição isomórfica, espalhamento anômalo ou ainda a combinação de ambos, estão 
isentos do viés do modelo, porém estes métodos dependem da presença de átomos mais 
pesados do que os normalmente encontrados nas proteínas (H, C, N, O, S) e precisam ser 
incorporados na molécula, seja durante a expressão da proteína, como, por exemplo, a 
incorporação de selenometionina, ou posteriormente no cristal, através do soaking com 
compostos contendo átomos mais pesados (p.ex., I, Pt, Au, Hg, etc.). A incorporação de 
átomos pesados à estrutura nem sempre é eficiente, demandando muitas vezes da 
disponibilidade de muitos cristais para se testar diferentes condições de soaking (tempo, 
concentração, compostos diferentes, etc.) (Garman e Murray, 2003), o que não é muito 
comum na cristalografia de proteínas, onde muitas vezes poucos cristais são obtidos e a 
reprodutibilidade é um fator limitante. 
Existem ainda métodos puramente matemáticos, conhecidos como métodos diretos, 
que permitem derivar as fases a partir apenas das amplitudes obtidas no experimento de 
difração (Woolfson, 1987). A utilização destes métodos de faseamento para conjuntos de 
dados nativos de proteínas (sem átomos pesados) só foi possível após o desenvolvimento de 
um novo algoritmo (dual-space algorithm) que permitiu ao método lidar com um número 
maior de átomos (Miller et al., 1993). Este método é extremamente dependente de 
restrições de atomicidade e explora condições matemáticas derivadas de características da 
densidade eletrônica, sendo muito importante a presença de resolução atômica (1,2 Å ou 
melhor) (Sheldrick et al., 2012; Usón e Sheldrick, 1999). Para pequenas moléculas, os 
métodos diretos são quase sempre eficazes na solução das estruturas cristalinas, mas para 
macromoléculas estes métodos são eficazes apenas em casos onde o número átomos 
(desconsiderando H) é menor ou igual a ~1000 e o cristal consegue difratar até resoluções 
atômicas, o que é raro no caso de proteínas2. Em condições típicas para proteínas 
(resoluções menores que 1,2 Å, número de átomos >1000) as restrições de atomicidade 
2 Em maio de 2013 apenas 1764 estruturas de um total de ~90 mil estruturas depositadas possuiam resolução de 0,4-1,2 
Å. Este número cai para 460 quando consideramos apenas proteínas de 0-15 kDa (~1000 átomos). Fonte: PDB, 05/2013. 
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devem ser substituídas por informações previamente conhecidas sobre as estruturas 
proteicas, como o fato delas serem compostas de fragmentos menores de geometria 
conhecida (α-hélice e fita-β), que podem fornecer uma boa aproximação inicial das 
posições atômicas e estimativa inicial das fases (Rodríguez et al., 2009).  
O uso da computação na cristalografia de macromoléculas é bastante intensivo. 
Porém, em meio ao aumento vertiginoso da velocidade computacional ocorrida nos últimos 
anos, a cristalografia, ao contrário da modelagem molecular, em grande parte não explorou 
esse aumento da capacidade de processamento, deixando de lado o uso de grandes volumes 
de cálculos e paralelização em larga escala. O grupo da Profa. Isabel Usón tem explorado 
este aspecto para resolver o problema da fase com métodos de múltiplas soluções, contando 
com informações disponíveis em bancos de dados (Rodríguez et al., 2009; Rodríguez et al., 
2012; Sammito et al., 2013). O programa de faseamento ab initio ARCIMBOLDO 
(Rodríguez et al., 2009), diferente da maioria dos programas de faseamento, explora a 
computação em massa para construir e testar inúmeras hipóteses. Ele promove a busca 
paralelizada de fragmentos-modelo com o programa PHASER (Qian et al., 2007; McCoy et 
al., 2007) acoplada à modificação da densidade eletrônica e autotracing com programa 
SHELXE (Sheldrick, 2010), sendo executado em uma rede de computadores usando 
CONDOR (Tannenbaum et al., 2002) ou SGE/Opengrid. Este método tem sido utilizado 
com sucesso na determinação ab initio da estrutura de proteínas previamente desconhecidas 
a 2 Å de resolução em casos onde os métodos convencionais falharam. 
O ARCIMBOLDO é executado em um supercomputador ou grid, explorando 
fragmentos de estrutura secundária. O caso mais favorável é a presença de hélices α, uma 
vez que a sua cadeia principal representa o fragmento mais rígido, constante, quase ubíquo 
e periódico geralmente encontrado nas proteínas. Todas estas propriedades auxiliam nas 
diversas etapas do processo de faseamento, de modo que as proteínas ricas em hélices α 
constituem a primeira escolha para se testar em casos menos favoráveis em resolução (2-3 
Å).  
O desenvolvimento e aprimoramento de novas técnicas de faseamento são de 
extrema importância para a biologia estrutural, uma vez que o problema da fase na 
cristalografia de macromoléculas é um dos fatores limitantes para a determinação da 
estrutura tridimensional. A extensão da utilização de métodos ab initio, como o 
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ARCIMBOLDO, para dados de média a baixa resolução (2-3 Å) é de grande importância e 
aplicação na cristalografia de macromoléculas uma vez que 50% das estruturas depositadas 
no PDB difrataram até 2 Å; 30% entre 2 e 2,5 Å e ~93% melhor que 3 Å. 
Outro procedimento desenvolvido recentemente, que contribuiu muito para a 
solução de casos difíceis de substituição molecular, foi o mr_rosetta, sendo posteriormente 
implementado no pacote PHENIX (phenix.mr_rosetta). O mr_rosetta estende os limites da 
substituição molecular combinando ferramentas de modelagem estrutural do Rosetta 
(Kuhlman e Baker, 2000) com substituição molecular, autotracing, modificação da 
densidade eletrônica e refinamento cristalográfico. Diferente do ARCIMBOLDO o 
mr_rosetta necessita de um modelo homólogo para promover o faseamento da estrutura 
alvo, assim como a substituição molecular convencional (DiMaio et al., 2011; Rodriguez et 
al., 2009; Terwilliger et al., 2012). 
Utilizando apenas um alinhamento de sequência da proteína alvo com o modelo ou, 
opcionalmente, vários alinhamentos com diferentes modelos, e os respectivos modelos 
tridimensionais o mr_rosetta é capaz de resolver casos difíceis de substituição molecular. 
Porém, um bom alinhamento (identidade ≥ 20%, ou regiões com alta 
identidade/similaridade) deve estar presente no conjunto alinhamentos, caso contrário 
sucesso deste método será pouco provável, uma vez que modelagem com o Rosetta é 
baseada na homologia e faz forte uso da sequência, desta forma o uso de um alinhamento 
incorreto resultará na modelagem incorreta do um modelo inicial (DiMaio et al., 2011).  
O processo basicamente consiste em selecionar as possíveis soluções de substituição 
molecular com automr (PHASER, McCoy et al., 2007), fazer o relaxamento dessas 
soluções com o Rosetta, reconstruir cada um deles com o Rosetta, incluindo informações 
do mapa de densidade eletrônica, verificar se as principais soluções são semelhantes através 
da correlação dos mapas de densidade eletrônica e, por fim, reconstruir os modelos 
provenientes das melhores soluções com o autobuild (DiMaio et al., 2011; Terwilliger et 
al., 2012). 
Além disso, opcionalmente, pode-se utilizar uma biblioteca de fragmentos 
estruturais com 3 e 9 resíduos juntamente com o alinhamento e o modelo. Os fragmentos 
podem ser gerados, a partir da sequência alvo baseando-se na homologia com estruturas já 
resolvidas, com o servidor Robetta (Kim, Chivian e Baker, 2004).  
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Desta forma, considerando o que foi exposto anteriormente, o desenvolvimento e 
uso de métodos que necessitam apenas de um conjunto de dados de difração nativo 
simplificam o processo de determinação da estrutura, uma vez que não são despendidos 
recursos e tempo na derivatização de cristais com átomos pesados ou outros procedimentos 
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Background:MyoVs are molecular motors widely distributed in eukaryotic cells responsible for membrane trafficking and
intracellular transport.
Results: The cargo-binding domain from human MyoV paralogs was structurally and biophysically characterized.
Conclusion:We identified singular structural changes and molecular events conferring functional differentiation and modu-
lating cargo binding.
Significance: This work provides structural insights into cargo recognition and regulatory mechanisms in MyoVs.
Myosin V (MyoV) motors have been implicated in the intra-
cellular transport of diverse cargoes including vesicles, organ-
elles, RNA-protein complexes, and regulatory proteins. Here,
we have solved the cargo-binding domain (CBD) structures of
the three humanMyoVparalogs (Va, Vb, andVc), revealing sub-
tle structural changes that drive functional differentiation and a
novel redox mechanism controlling the CBD dimerization pro-
cess, which is unique for the MyoVc subclass. Moreover, the
cargo- andmotor-binding sites were structurally assigned, indi-
cating the conservation of residues involved in the recognition
of adaptors for peroxisome transport and providing high reso-
lution insights into motor domain inhibition by CBD. These
results contribute to understanding the structural requirements
for cargo transport, autoinhibition, and regulatory mechanisms
in myosin V motors.
Myosins V (MyoVs)2 are actin-based molecular motors,
widely distributed in eukaryotic organisms from yeast to
human, which play crucial roles inmembrane trafficking and in
transporting of organelles, secretory vesicles, mRNA, lipids,
and proteins (1–4). In human, three class V members are
found, named myosin Va, Vb, and Vc. Myosin Va (MyoVa) is
commonly present in brain and melanocytes, whereas myosin
Vb is ubiquitously expressed, and myosin Vc is abundant in
exocrine tissues and epithelial cells (5–8). ClassVmyosins have
been demonstrated as key molecular motors on the mainte-
nance of cell homeostasis, because they mediate intracellular
traffic and translocation of several membrane receptors and
cell growth/proliferation-related proteins such as PTEN (4,
9–11). In addition to the well known MyoV-related diseases,
such as Griscelli syndrome type I andmicrovillus inclusion dis-
ease, recent studies have been shown the involvement of
MyoVs in cancer and metastasis process (12–16).
The C-terminal globular tail domain, commonly referred to
as the cargo-binding domain (CBD), is the region involved in
the selection, recognition, and binding of cargoes that will be
transported (17–20) and is directly involved in the autoinhibi-
tion ofMyoV by interacting with the motor domain (MD) (21–
23). Despite the importance of this region forMyoV function in
higher eukaryotes, structural information is scanty, and until
recently the only two MyoV-CBD-related structures solved
were Myo2p and Myo4p from Saccharomyces cerevisiae with
20% of identity with mammalian MyoV-CBDs (24, 25). The
lack of experimentally determined atomic coordinates for
MyoV-CBDs from higher eukaryotes, particularly from mam-
mals, has limited the interpretation of both functional and
cryo-EM data. Thus, here, we report the crystal structures of
the CBDs from the three human MyoV members: Va, Vb, and
Vc at 2.20, 2.07, and 2.95 Å resolution, respectively, revealing
the structural (dis)similarities among yeast and mammalian
MyoV-CBDs, the effects of phosphorylation on protein confor-
mation, and a new redox mechanism involved in the coiled
coil-independent dimerization process of theMyoVc-CBD that
is unique to this subclass. In addition, the interaction between
the MD and CBD was analyzed at high resolution, providing
insights into how the ATPase activity is inhibited in the MyoV
folded (inactive) conformation.
* This work was supported by Fundac¸a˜o de Amparo a` Pesquisa do Estado de
Sa˜o Paulo Grants 09/08312-6 (to M. T. M.) and 07/59939-3 (to R. E. L.), Con-
selho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnolo´gico Grants
478059/2009-4 and 486841/2012-0, and grants from the Coordenac¸a˜o de
Aperfeic¸oamento de Pessoal de Nível Superior.
□S This article contains supplemental Fig. S1.
The atomic coordinates and structure factors (codes 4J5L, 4J5M, and 4L8T) have
been deposited in the Protein Data Bank (http://wwpdb.org/).
1 To whom correspondence should be addressed: Brazilian Biosciences
National Laboratory, National Center for Research in Energy and Materials,
Giuseppe Maximo Scolfaro St., 10000, Campinas/SP-13083-970, Brazil. Tel.:
55-19-3512-1106; Fax: 55-19-3512-1100; E-mail: mario.murakami@lnbio.
cnpem.br.
2 The abbreviations used are: MyoV, myosin V; CBD, cargo-binding domain;
cryo-EM, cryo-electronmicroscopy;MD,motor domain;MyoVa,myosinVa;
MyoVb,myosinVb;MyoVc,myosinVc;PTEN,phosphataseandtensinhomo-
log; SAXS, small angle x-ray scattering; SEC, size-exclusion chromatogra-
phy; TCEP, tris(2-carboxyethyl)phosphine; CAPS, 3-(cyclohexylamino)pro-
panesulfonic acid.
THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOL. 288, NO. 47, pp. 34131–34145, November 22, 2013
© 2013 by The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc. Published in the U.S.A.
NOVEMBER 22, 2013•VOLUME 288•NUMBER 47 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 34131
119
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Molecular Cloning and Site-directed Mutagenesis—The
MyoVa-CBD sequence (Met1448 to Val1855, UNIPROT acces-
sion code Q9Y4I1) was amplified by PCR from a human fetal
brain cDNA library (Clontech) and cloned into the pET28a
tobacco etch virus vector between EcoRI and SalI restriction
sites. The MyoVb-CBD (Leu1453 to Val1848, UNIPROT acces-
sion code Q9ULV0) and MyoVc-CBD (Asp1319 to Leu1742,
UNIPROTaccession codeQ9NQX4) sequenceswere amplified
by PCR from a Mammalian Gene Collection clone (IMAGE:
5162990) and Source Biosciences clone (IMAGE: 100068220),
respectively. The CBDs from MyoVb and Vc were cloned into
bacterial expression vector pNIC28-Bsa4 as described (26). The
site-directed mutagenesis (MyoVa-CBD S1652E and S1652A
andMyoVc-CBDC1600A,C1608A, andC1600A/C1608A)was
performed based on theQuikChange site-directedmutagenesis
kit (Stratagene).
Protein Expression and Purification—The MyoVa-CBD was
expressed in Escherichia coli RosettaII strain in LB medium at
25 °C for 4 h. The MyoVb-CBD and MyoVc-CBD were
expressed in E. coliRosettaII strain in Terrific Brothmedium at
18 °C for 16 h (overnight). Cell lysis was performed by sonica-
tion (Vibra-cells; Sonics) and buffer composition varied
according to the protein: MyoVa-CBD (and mutants), 25 mM
Tris, 500 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, pH 7.4; MyoVb and
MyoVc CBDs, 25 mM HEPES, 500 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol,
0.5 mMTCEP, pH 7.5. In all cases, the buffer was supplemented
with 0.1 mg/ml lysozyme, 1 mM PMSF and 5 mM benzamidine.
All proteins were purified by two chromatographic steps at 4 °C
using a HiTrap Chelating column (GE Healthcare) and a
HiLoad Superdex 200 16/60 column (GE Healthcare). Prepar-
ative size-exclusion chromatography (SEC) was carried out
with the following buffers: MyoVa-CBD, 20 mM HEPES, 100
mMNaCl, 5% (v/v) glycerol, pH 7.4; MyoVb andMyoVc CBDs,
10 mM HEPES, 200 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, 0.5 mM TCEP,
pH 7.5. Sample homogeneity was confirmed by SDS-PAGE and
dynamic light scattering. The molecular masses of the con-
structs overproduced are 50.35, 48.16, and 51.46 kDa for
MyoVa, MyoVb, and MyoVc CBDs, respectively.
Oligomerization and Stability Analyses—To determine the
oligomerization state of MyoVc-CBD as well as the effects of
the treatment with oxidizing and reducing agents, the protein
was submitted to analytical SEC analysis. TheMyoVc-CBDwas
treated with 10 mM H2O2 or 10 mM TCEP at 4 °C for 1 h under
gentle agitation. After the treatment, the samples were imme-
diately injected in the SEC column, and results were compared
with untreated samples. To estimate the molecular mass and
Stokes radius of each sample, the analytical SECwas performed
with standard molecules (gel filtration calibration kit; GE
Healthcare). All analytical SEC runswere performed in a Super-
dex 200 10/300 GL column (GE Healthcare) with 0.3 ml/min
flow rate using the same buffer from MyoVc-CBD SEC purifi-
cation without TCEP.
The thermal shift assays were performed using SYPRO
Orange (Invitrogen) as probe, where 2 M MyoVa-CBD was
incubated with 1–500mMNaCl for 30 min at 18 °C. The stabil-
ity was verified from 20 to 90 °C using an adapted thermocycler
(7500 real time PCR system; Applied Biosystems).
The dynamic light scattering experiments were carried out
on a DynaPro 810 dynamic light scattering instrument (Wyatt
Technology Corporation). Themeasurements were carried out
at 90° detection angle at 18 °C. All samples were centrifuged at
20,000 g for 10 min prior to the analysis. A total of 100 mea-
surements at intervals of 5 s were recorded and averaged for
further calculations of hydrodynamic parameters using the
software DYNAMICS v.6.10.1.2.
Strategies for Limited Proteolysis and Crystallization—
MyoVb-CBD was crystallized by the sitting drop vapor diffu-
sionmethod at 4 °C using in situ proteolysis. Chymotrypsin in a
mass ratio of 1:250 (chymotrypsin:MyoVb-CBD) was mixed to
9.8 mg/ml MyoVb-CBD and immediately transferred into a
crystallization plate. Best crystal grew in the condition contain-
ing 20%(w/v) PEG-3350 and 200 mM NaNO3.
The same strategy did not work for MyoVa and MyoVc
CBDs. Thus, different enzymes and times were tested, and the
best cleavage condition was scaled up for further crystallization
experiments.
The MyoVa-CBD proteolysis was performed with 10 g/ml
trypsin at 4 °C for 3 h under gentle agitation, and the reaction
was stopped by the addition of 5 mM benzamidine. The cleaved
sample was repurified with a HiLoad Superdex 200 16/60 col-
umn. The MyoVa-CBD at 6.0 mg/ml crystallized by the hang-
ing drop vapor diffusionmethod at 18 °C in 100mMBis-tris, pH
5.5, 22% (w/v) PEG-3350 and 200 mM NH4SO4.
The MyoVc-CBD proteolysis was performed with an approx-
imated ratio of 1:100 (w/w) of chymotrypsin and 1:100 (w/w) of
thermolysin at 4 °C for 2 h under gentle agitation and the reaction
was stoppedbyadding1mMPMSF/10mMEDTA.Theproteolysis
product was immediately purified by SEC using the same condi-
tions described in the previous section. TheMyoVc-CBD at 44
mg/ml was crystallized by hanging drop vapor diffusion
method at 18 °C in the condition containing 100mMCAPS, pH
10.5, 2 M NH4SO4, and 200 mM Li2SO4.
Data Collection and Structure Solution—Native data of
MyoVa-CBD andMyoVc-CBD crystals were collected at 100 K
on the W01B-MX2 Beamline at the Brazilian Synchrotron
Light Laboratory (Campinas, Brazil) (27), and MyoVb-CBD
native data were collected at 100 K on the I02 beamline at the
Diamond Light Source (Didcot, United Kingdom). The data
were processed and merged with XDS (28) using CC1/2 cutoffs
(29).
Different strategies were attempted to solve the phasing
problem for MyoV-CBDs including standard molecular
replacement methods, selenomethionine-substituted crystals
for MyoVa-CBD and heavy atom derivatization. However, all
these procedures were unsuccessful. A solution for MyoVb-
CBD crystal data were only obtained using advancedmolecular
replacement methods combined with Rosetta ab initiomodel-
ing as developed by DiMaio et al. (30) and implemented in the
Phenix package (phenix.mr_rosetta) (31, 32). The Myo2p tail
structure (Protein Data Bank accession code 2F6H) was used as
input model based on an HHpred alignment (33) and a frag-
ment-based library, derived from the sequence information,
generated by the Robetta server (34). Then the refinedMyoVb-
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CBD structure was used as template to determine the MyoVa-
CBD and MyoVc-CBD structures by molecular replacement
using Phaser (35, 36). All structureswere refined usingRefmac5
(36, 37) or phenix.refine (30, 38). Themodels were improved by
iteratively model rebuilding in Coot (39). Translation/libra-
tion/screw refinement was included in the final cycles of refine-
ment using translation/libration/screw parameters from the
TLSMD server (40). The data collection and refinement statis-
tics are given in Table 1.
Small Angle X-ray Scattering (SAXS)—SAXS data for all pro-
teins were collected at 6 °C on both Beamlines D02A/SAXS2
and D01A/SAXS1 at the Brazilian Synchrotron Light Labora-
tory. All samples were prepared in several concentrations (1–5
mg/ml) and centrifuged at 20,000 g, 30 min, and 4 °C, before
the data collection. Buffer scattering was recorded before each
sample scattering and then subtracted from the corresponding
sample scattering. The integration of SAXS patterns was per-
formed using Fit2D software (41) and data analysis using
GNOM (42). Low resolution envelopes of each construction
were calculated from the experimental SAXS data using ab ini-
tio procedure implemented in the DAMMIN program (43).
Averaged models were generated from 20 runs using the suite
of programs DAMAVER (44). SAXS envelopes and crystal-
lographic models were superimposed using the program
SUPCOMB (45). For the flexibility analysis (46, 47), the data
were scaled using the program PRIMUS (48).
MolecularDocking Simulations—Acustomized docking rou-
tinewas developed to gather further understanding of the inter-
action between the CBD (this study) and MD (Protein Data
Bank accession code 1W7J) of mammalianMyoV. Using previ-
ous experimental data (site-directed mutagenesis) as docking
restrictions, we applied a shape complementarity algorithm
(49) followed by an energetic evaluation step (50). Complemen-
tary conformations that do not fulfill the geometrical restric-
tions were discarded. Top ten-ranked decoys of the CBD-MD
interaction were submitted to a docking procedure with no
restraints using the Monte Carlo algorithm and scoring decoys
based on their interaction energy. Then the obtained decoys
were filtered to obtain complexes that were within the most
favorable energetic quartile and that presented distance lengths
for the experimental restraints of 5.0 Å (Asp136–Lys1781) and
10.0 Å (Asp136–Lys1708) (sequence numbering based on human
MyoVa). Selected decoys were undergone to energy minimiza-
tion and side chain optimization using the YAMBER3 force
field (51). The energy-minimized MD-CBD complex was then
fitted into the cryo-EMelectron-densitymap (ElectronMicros-
copy Data Bank accession code 1201) using Situs (52) and com-
pared with available models (22, 23, 53).
RESULTS AND DISCUSSION
The Molecular Architecture of the Cargo-binding Domain
fromMammalianMyoVs—MammalianMyoV-CBDs display a
conserved structural scaffold consisted of two four-helical bun-
dles (helices 2–5 and 7–10) connected by a long -helix
(6 or cervical helix) and stabilized by a C-terminal extension
(Fig. 1). From helix 10 arises a three-helical motif (11–13),
which is stabilized by extensive contacts with the 7–10 bun-
dle. TheC-terminal extension (Asp1810–Ile1852), analogously to
yeast CBDs, embraces both helical bundles with a number of
hydrophobic and polar contacts conferring conformational sta-
bility to the tertiary arrangement. At the 2–5 bundle, the
C-terminal extension is guided into the N terminus by steric
restrictions imposed by the loop between helices5 and6 and
forms an anti-parallel -sheet (1–14) with the N-terminal
segment as a molecular zipper (Fig. 1a). This -sheet, along
with the 2–5 bundle, the first half of the cervical helix, and
TABLE 1
Data processing and refinement statistics for the MyoVa-, MyoVb-, and MyoVc-CBD structures
Values in parentheses are for highest resolution shell.
MyoVa-CBD MyoVb-CBD MyoVc-CBD
Data collection
Space group P21 C2221 P4122
Cell dimensions
a, b, c (Å) 57.80, 79.49, 94.14 69.09, 78.20, 151.82 116.40, 116,40, 114.75
, ,  (°) 90.00, 105.77, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00
Resolution range (Å) 40.0–2.20 49.0–2.07 50.0–2.95
CC1/2a 99.7 (48.6) 99.6 (65.5) 99.9 (50.1)
Rmeas 0.134 (1.764) 0.098 (0.610) 0.138 (2.347)
I/I 8.56 (0.99) 8.69 (1.56) 12.49 (0.91)
Completeness (%) 99.4 (97.7) 97.1 (90.3) 99.6 (99.4)
Redundancy 5.25 (4.17) 2.31 (1.97) 9.55 (9.16)
Refinement
Resolution range (Å) 39.36–2.20 49.00–2.07 47.07–2.95
No. reflections 41,574 25,402 17,073
Rwork/Rfree 0.205/0.264 0.189/0.232 0.222/0.274
No. atoms
Protein 5,242 2,967 2,950
Ligand/ion 10 8 0
Water 92 206 7
B-factors
Protein 64.00 37.70 159.00
Ligand/ion 129.60 46.20 -
Water 58.20 40.60 113.70
Root mean square deviations
Bond lengths (Å) 0.002 0.009 0.004
Bond angles (°) 0.598 0.900 0.754
Ramachandran (%)
Favored, allowed, outliers 96.91, 2.95, 0.14 97.2, 1.65, 0.83 92.2, 6.13, 1.67
a As defined in XDS (29).
The Cargo-binding Domain from Human MyoV Paralogs
NOVEMBER 22, 2013•VOLUME 288•NUMBER 47 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 34133
121
the last 22 residues of the C-terminal extension (Phe1831–
Ile1852), comprise lobule I, whereas the second half of the cer-
vical helix, the 7–10 bundle, the three helical motif and the
first 20 amino acid residues of the C-terminal extension
(Asp1810–Pro1830) constitute lobule II (Fig. 1). Lobule II is the
most conserved from yeast to humans, preserving all secondary
structural elements and the three-helical motif. In addition, the
faces of the elongated structure can be named according to the
function, wherein the M face is related to the interaction with
the MD (21) and characterized by the cervical helix exposed to
the solvent (Fig. 1a), and the C face has helices 7 and 9–11,
forming a large recognition surface area that contains most of
the known cargo-binding sites (54).
Structural Integrity Is Essential for Stability and Function of
the Cargo-binding Domain—The expression of multiple
designed constructs of MyoVa-CBD (Fig. 2) showed that the
isolated lobules or the removal of the C-terminal extension
yieldedmisfolded proteins, indicating that the structural integ-
rity ofmammalianMyoV-CBDs is essential for protein stability
and consequently to proper function (data not shown). The
N-terminal fragment (1473FQGMLEYKKE1482) preceding lob-
ule I also proved to be essential for protein stability, and
FIGURE 1. The molecular architecture of mammalian MyoV-CBDs. a, cartoon representation of the MyoVa-CBD showing the overall structure of human
MyoV-CBDs, which are constituted by helical bundles I (helices 2–5, orange) and II (helices 7-10, purple), a long -helical segment (6 or cervical helix,
yellow), a three-helical motif (helices11-13, green), a long C-terminal extension (surface, pale blue), and a-sheet (1 and14, red). The M face (left) displays
residues (represented by sticks) that interact with the MyoVa-MD according to Li et al. (21). The C face (right) comprises most of the known cargo-binding sites
described for the yeast Myo2p-CBD (54). The dotted line represents the phospho loop removed by limited proteolysis. b, MyoVa-CBD topology diagram
showing the structural elements that constitute lobule I (-sheet, bundle I, first half of6 and second half of C-terminal extension) and lobule II (second half of
6, bundle II, three helical motif, and first half of C-terminal extension). Conserved secondary structural elements are highlighted using the same color code as
in a. Numbering is based on the isoform 1 of MyoVa (UNIPROT accession code Q9Y4I1).
The Cargo-binding Domain from Human MyoV Paralogs
34134 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 288•NUMBER 47•NOVEMBER 22, 2013
122
crystal analysis revealed its role in forming an antiparallel
-sheet (1 and 14) with the C terminus of mammalian
MyoV-CBDs (Fig. 1).
MyoVa-CBD thermal tolerance was enhanced with increas-
ing ionic strength, revealing the importance of the hydrophobic
core in the domain stability, including theC-terminal extension
thatmakes a number of hydrophobic contactswith both lobules
(Fig. 3, a and b). In fact, the two CBD fragments obtained by
limited proteolysis (Fig. 3c), corresponding to lobules I and II
(MS-MS data not shown), did not dissociate in solution, as
shown by analytical SEC and SAXS analyses (Fig. 3, d–f). These
observations are in full agreementwith theMyo2p-CBDbehav-
ior (55), highlighting that, despite the high sequence diver-
gence, MyoV members, from yeast to human, conserve the
hydrophobic interactions responsible for the CBD stability.
FIGURE 2. Schematic representation of all constructs designed for human
MyoVa-CBD (I–VII). Construct III was used to design constructs for MyoVb and
MyoVc CBDs.ABCDE(F), the exon region;N, N-terminal region important for pro-
tein solubility;bd I,1andhelicalbundle I;6, cervical helix;bd II, helicalbundle II;P,
phospho loop;hm, three-helicalmotif;C, C-terminal region, including14. Theprox-
imal,medial, anddistal tails refer to thedifferent regionsof theMyoVa tail domain.
FIGURE3.Thekey roleofhydrophobic interactions inMyoVa-CBDstability.a, thermal shift analysis ofMyoVa-CBDshowing the increaseof thermal stability
with the increase of NaCl concentration (1–500 mM). With 500 mM NaCl, a Tm of6 °C was observed. b, this behavior in solution is associated with a greater
numberof hydrophobic interactions in the inner coreof theMyoVa-CBD (yellow spheres), aswell asbetween theC-terminal extension (cyan spheres) andhelices
from both lobules. Residues involved in hydrophobic interactions (spheres) were defined by the Protein Interaction Calculator Server, using the interaction
distance cutoff of 4 Å. c, electrophoretic pattern of human MyoVa/b/c-CBD, uncleaved and cleaved by limited proteolysis using trypsin (MyoVa-CBD), chymo-
trypsin (MyoVb-CBD), or chymotrypsin/thermolysin (MyoVc-CBD). The numbers below the arrows indicate the time of incubation in hours. M, molecular mass
marker.N, uncleavedprotein. d, analytical SECofMyoVa-CBDbefore and after limitedproteolysis showing that the proteolysis products elute as a single entity.
e and f, SAXS analysis of the cleaved MyoVa-CBD indicating a typical scattering (e) and p(r) curve (e, inset) of an elongated-globular protein resulting in an
envelope (f) into which the entire crystallographic model of the MyoVa-CBD (green) was fitted.
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Lobule Arrangements Differs among Mammalian MyoV
Members—As expected because of high sequence conservation
(Table 2), the MyoVb-CBD is very similar to that fromMyoVa
(root mean square deviation value for all C atoms: 0.49 Å),
conserving all secondary structural elements and lobule
arrangement. Interestingly, however, the MyoVc-CBD showed
distinct lobule geometry with an angular shift of 10.5°, resulting
in a more curved structure (root mean square deviation value
for all C atoms: 1.47 Å) (Fig. 4a). This angular difference is
caused by a cooperative effect of extensive interactions across
the interface between the lobules, and themost noticeable con-
formational divergence resides in the loop connecting helices
2 and 3 (Fig. 4a). InMyoVc-CBD, this loop is tied to helix 7
from lobule II by a number of polar and van derWaals contacts,
whereas in MyoVa-CBD, it is shifted into lobule I with stabiliz-
ing interactions with helix 5 (Arg1498–Glu1552 electrostatic
interaction). This permutation of interactions from lobule I to
FIGURE 4. The divergent MyoVc. a, structural superposition of MyoVa-CBD (light gray or orange) and MyoVc-CBD (dark gray or blue) showing a more
curved structure in MyoVc-CBD caused by angular displacement between the two lobules. In the zoom are identified the 2-3 loop from both myosins,
in which differences probably account for the observed angular shift in MyoVc. b, MyoVc crystallographic dimer suggesting that MyoVc-CBD dimeriza-
tion can be regulated by a redox mechanism via Cys1600 and Cys1608 disulfide bonds. The buried area and G values from the dimeric interface were
calculated using the program PDBePISA (65). c, SDS-PAGE analysis of the MyoVc-CBD in nonreducing (without -mercaptoethanol) and reducing
(-mercaptoethanol-containing) sample buffers. Monomer and dimer bands are indicated by arrowheads. M, molecular mass marker. d, analytical SEC
of wild type and site-directed mutants of MyoVc-CBD showing that H2O2 induces the formation of dimers in wt (top panel) and single mutants (middle
panel, C1600A or C1608A) but not in the double mutant (bottom panel, C1600A/C1608A). In reducing conditions, wild type behaved as monomer (top
panel) as well as the mutants (data not shown).
TABLE 2
Sequence identity and similarity among yeast and human class V
myosins
Mammalian MyoV-CBDs share medium to high sequence identity and similar-
ity, whereas yeast Myo2p- and Myo4p-CBDs share low sequence identity and
similarity.
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lobule II in MyoVc-CBD contributes to the curvature of the
molecule and may contribute to functional differentiation.
A Novel Redox Mechanism Regulates the CBD Dimerization
in MyoVc Members—Although a monomer is found in the
asymmetric unit of MyoVc-CBD crystal, interface analysis
identified an energetically stable dimeric arrangement (buried
area  2320 Å2 and Gint  18.7 kcal/mol) with a Y-shape
conformation in the unit cell (Fig. 4b). In addition, in vitro stud-
ies showed that MyoVc-CBD oligomerization is responsive to
oxidizing or reducing agents (Fig. 4, c and d). In the presence of
reducing agents, the MyoVc-CBD behaved exclusively as
monomers in solution, whereas oxidizing compounds triggered
dimerization. Structural analysis of the dimeric configuration
revealed the presence of two cysteine residues at the interface,
Cys1600 and Cys1608, which are present only in the CBD of
MyoVcmembers. Both cysteine residues are located in helix9
and spaced by 14 Å, which prevents the formation of any
intramolecular disulfide bond, suggesting that both could be
involved in the stabilization of the dimeric form. Indeed, muta-
tional studies confirmed that the presence of at least one of
those cysteines is sufficient for the redox dimerization process.
Only the doublemutant C1600A/C1608A became irresponsive
to oxidizing conditions, remaining monomeric even in the
presence of H2O2 (Fig. 4d). On MyoVa/Vb-CBDs, Cys1600 and
Cys1608 are replaced by a Trp and Tyr, respectively, supporting
that this redox mechanism is unique to MyoVc members. In
fact, analytical SEC and crystal analyses did not show any self-
dimerization in a coiled coil-independentmanner for the CBDs
of MyoVa and MyoVb.
Interestingly, this dimeric arrangement involves exclusively
lobule II in such an orientation that the M face and most of the
C face are solvent-exposed, permitting the binding to theMD in
the autoinhibited state or even the recognition of cargoes. In
addition, the 2-fold symmetry in this dimeric configuration
results in the equivalent faces positioned at opposite sides,
which is important to prevent steric impediments forMD inter-
action or the recognition of typical large cellular cargoes. Fur-
thermore, this configuration yields a large space between lobule
I of both subunits that, combinedwith amore curved structure,
would allow the accommodation of the 45-kDa medial tails.
Collectively, these observations suggest that this dimeric form
is physiologically feasible and represents a novel (redox) regu-
latorymechanism, unique toMyoVc, themost divergentMyoV
member found in mammals.
PhosphorylationAffectsConformationalFlexibility of theCargo-
binding Domain—Phosphorylation of the mammalian MyoV-
CBD has been proposed to down-regulate the organelle transport
during mitosis (56) and to trigger the MyoV migration to the
nucleus, being the phosphorylated form found exclusively in
nuclear speckles (57). It was demonstrated that MyoVa-CBD is
phosphorylated in the motif 1647RKRT(S)SpS1652 (Fig. 5); how-
ever, the structural implications of this post-translational modifi-
cation remain elusive.
The phosphorylation site is fully conserved in all mammalian
MyoV-CBDs with a canonical signature RKRT(S)SpS, permit-
ting conservative substitutions in the basic residues and serine
to threonine (Fig. 5a). The CBD structure revealed that the
phosphorylation site is strategically located at the tip of a long
loop (His1632 to Thr1660 inMyoVa-CBD) connecting 6 and 7
(phospho loop), and itmight trigger conformational changes by
interacting with one of the two lobules (Fig. 1a). The geometric
disposition of the helices forming the ends of the phospho loop
suggests that, once phosphorylated, this loop is more likely to
interact with the M face of lobule II, where a conserved cluster
of positively charged residues, involved in motor recognition
and binding, is located (Fig. 6). Another cluster of basic resi-
dues, present in lobule I, is conserved in mammals. However,
because of structural organization, it is less likely to be the bind-
ing site of the phosphorylated loop. A large scale molecular
modeling and surface charge analysis of 54 mammalianMyoV-
CBDs with sequence identity ranging from 45 to 95% (data not
shown) revealed that both positively charged clusters on the
surface of the M face are conserved, whereas the C face is vari-
able (Fig. 6), supporting the correlation between the long loop,
with the signature RKRT(S)SpS, and the charge distribution in
the M face.
Interestingly, the wild-type MyoVa-CBD and the mutant
S1652A showed a higher flexibility when compared with the
phospho-mimetic mutant S1652E according to Porod-Debye
analysis of SAXS data (Fig. 5b). It suggests that phosphorylation
plays a role in restricting the phospho loop mobility, probably
interactingwith one of these positively charged clusters (Fig. 6).
Moreover, crystals of all three mammalian MyoV-CBDs were
only obtained after removal of this region by limited proteoly-
sis, supporting that this loop is intrinsically disordered in the
native state.
Despite the very scanty information regarding the phosphor-
ylation and its structural implications, our analyses suggest that
the phosphorylated loop with the conserved positively charged
cluster at theM face of lobule II could generate a new functional
FIGURE 5. Regulation of mammalian MyoV-CBDs. a, the phospho loop
sequence from human MyoV paralogs highlighting the serine residue liable
to phosphorylation (red). b, the Porod-Debye plot of MyoVa-CBD SAXS data
showing a decrease of flexibility in the phospho-mimetic mutant S1652E by
the formation of a plateau in comparison with the wild type.
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region that may be related to the recognition of and binding to
nuclear proteins according to colocalization data (57). More-
over, the conservation of the M face is related to the autoinhi-
bition event, which seems to be present in several myosin
classes, suggesting that interaction of the phospho loop with
this region may interfere with the autoinhibition event.
On the Structural (Dis-)Similarities between Yeast andMam-
malian MyoV-CBDs—Despite the conserved overall fold
including the two helical lobules and C-terminal extension, the
molecular surfaces of yeast and mammalian MyoV-CBDs are
very distinct in terms of amino acid composition, charge distri-
bution, and loop arrangements (Figs. 6 and 7). Lobule II, also
improperly named the dilute domain because it does not con-
stitute a domain itself, is relatively conserved, whereas in lobule
I reside the most significant differences (Fig. 7). The angular
curvature between the two lobules is also diverse, even among
the threemammalianMyoVparalogs. All humanCBDs present
a more curved structure in comparison with the yeast Myo2p-
CBD (Fig. 7a). The open conformation of Myo2p-CBD can be
assigned to the loop connecting helices 2 and 3 that is 10
residues longer than the human orthologs and is located at the
convex part of the curvaturemaking several stabilizing contacts
with lobule II (Fig. 7a, zoom of the C face). The other yeast
MyoV, Myo4p, also showed a distinct angular geometry
between the lobules (Fig. 7b); however, the structure lacks a
significant segment of the C terminus, which is known to be
essential for conformational stability and displays lower
sequence identity thanMyo2p in comparison withmammalian
MyoV-CBDs (Table 2). This variability in the angular curvature
between the two lobules indicates a molecular plasticity of
MyoV-CBDs that is an inherent feature from yeast to human.
Moreover, the loop connecting the lobules in yeast MyoV-
CBDs is shortened and lacks the consensus RKRT(S)SpS for
phosphorylation, suggesting that yeast orthologs do not
undergo this post-translational modification as a regulatory
mechanism. The molecular zipper is also present in yeast
Myo2p-CBD; however, instead of an antiparallel -sheet
between the N and C termini present in mammalian MyoV-
CBDs, it contains a pair of antiparallel -helices involving the
same corresponding regions (Fig. 7a, zoom of the M face). The
human MyoV loop connecting helices 5 and 6 may contrib-
ute to the variance of the molecular zipper between yeast and
mammalian orthologs, because it adopts a totally different con-
formation in relation to yeast Myo2p-CBD, driving the C-ter-
minal extension to theN terminus and stabilizing themolecular
zipper. On the other hand, lobule II is very conserved, including
the four-helical core and the three-helical motif preceding the
C-terminal extension.
Structural Assignment of Cargo-binding Sites—The cargo-
binding sites in yeast MyoVs are distributed in the two lobules
of the CBD, although on opposite faces. On the M face, the
binding sites for Vac17 and Mmr1 in yeast are overlapped in
lobule I with several residues found in helix 6 (54); however,
these residues are poorly conserved in mammalian MyoV-
CBDs, indicating a nonconserved function (Fig. 8a). The MD
binding site in mammalian MyoV-CBDs is at lobule II in the
same face as the Vac17 andMmr1 binding sites, but it is located
in the vicinity of the three-helical motif (Fig. 1). On the other
face (C face)most of the known cargo-binding sites for yeast are
localized, such asYpt11, Ypt31/32, Kar9, and Inp2 (54) (Fig. 8b).
Interestingly, the residues considered relevant for Inp2 interac-
tion, a protein from the surface of peroxisomes, are conserved
FIGURE 6. Surface charge distribution in MyoV-CBDs. The positively charged clusters conserved in mammalian MyoV-CBDs are highlighted by gray and
yellow ellipses, respectively. The charge distribution on the C face is variable, suggesting this region as relevant for functional divergence. Surfaces are colored
by charge from red (1 kV) to blue (1 kV). Electrostatic potentials were calculated using PBEQ Solver (66). Myo2p-CBD is Protein Data Bank accession code
2F6H, and Myo4p-CBD is Protein Data Bank accession code 3MMI.
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in mammalian MyoVa/Vb-CBDs. This organelle is virtually
found in all eukaryotic cells, and it suggests that themammalian
MyoVa andMyoVbmembers may be involved in the transport
of peroxisomes, representing a highly conserved function
among MyoV motors from yeast to human.
The tumor suppressor PTEN, involved in the control of PI3K
signaling pathway, was also identified as a partner of MyoVa in
its phosphorylated formby interactingwith three basic residues
1752QLLQVKKKTDD1762 located in the loop connecting heli-
ces 10 and 11 (11) (Fig. 9, a–c). The structure suggests that
the residues at both ends from the sequence 1757KKK1759 are
most likely involved in the interaction to the phosphorylated
form of PTEN because they are exposed to the solvent, whereas
the inner Lys1758 residue is turned to the protein core (Fig. 9, d
and e). The substitution of Lys1759 by a threonine residue in
MyoVc did not impair the basic character of the region, sup-
porting the binding of PTEN to MyoVc observed in vitro (11)
(Fig. 9, f and g). However, in the yeast Myo2p-CBD, the residue
corresponding to Lys1759 is replaced by a tyrosine (Fig. 9, h and
i), and it significantly modifies the charge distribution and may
FIGURE 7. Structural (dis-)similarities between yeast and mammalian MyoV members. Myo2p-CBD (a) and Myo4p-CBD (b) superposition on the human
MyoVa-CBD highlighting the major differences. Myo2p (Protein Data Bank accession code 2F6H) and Myo4p (Protein Data Bank accession code 3MMI) root
mean square deviations for aligned C atoms are 2.5 and 4.8 Å, respectively. a, the left inset shows a zoom in to the M face illustrating the antiparallel N- and
C-terminal -sheet in mammalian MyoV-CBDs in contrast to the -helices at the corresponding region in the yeast Myo2p. The right inset shows a zoom in to
the C face highlighting the2/3 loop that contributes to changes in the angular curvature of Myo2p in relation to human MyoVa/Vb-CBDs. b, zoom of lobule
I highlighting the structural differences among Myo4p and human MyoV-CBDs (left) and the shortened loop corresponding to the phospho loop in mammals
(right). The dotted lines in all panels illustrate portions of disordered or cleaved loops absent from the crystallographic models.
FIGURE 8. The conservation of cargo-binding sites from yeast to human. a, the binding sites for Vac17 and Mmr1 in the yeast Myo2p are located at lobule
I (M face) and poorly conserved in mammalian MyoV-CBDs. b, lobule II (C face) concentrates most of the known cargo binding sites in yeast Myo2p including
for Kar9, Sec4, Ypt11, Ypt31/32, and Inp2 (54). Interestingly, all residues involved in the binding to Inp2 (highlighted with dashed lines on Myo2p), an adaptor
to peroxisome transport, are conserved in mammalian MyoVa and MyoVb CBDs. In MyoVc-CBD, two of the conserved residues (Trp1713 and Tyr1721) are
replaced with cysteines (Cys1600 and Cys1608), supporting the notion that the redox dimerization is a regulatory mechanism unique to this subclass.
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promote steric impediments in the corresponding region, sug-
gesting a nonconserved function.
Structural Basis for Inability of MyoVb to Bind RILPL2—The
RILPL2 (Rab interacting lysosomal protein-like 2) is a centro-
somal and ciliary protein that regulates the protein content of
the primary cilium (58). RILPL2 differs from RILP by lacking
the Rab7-interacting region and therefore is not involved with
lysosomalmorphology (59). Class Vmyosins and RILPL2 inter-
action was first described by Lise´ et al. (60), whereupon the
MyoVa was shown to be the specific MyoV member perform-
ing this function. The interface involves the CBD and the 113-
residue-long N terminus of RILPL2, which contains the RILP-
homology region-1 (RH1) (58). On the other hand, the MyoVb
did not interact with RILPL2, andMyoVc was not investigated.
A recent study describing the mouse MyoVa-CBD structure in
complex with RILPL2-RH1 (61) provided more details about
this interaction but did not provide the structural basis for the
inability of MyoVb-CBD to bind RILPL2 because of the lack of
structural data for MyoVb-CBD.
The interaction occurs between lobule I of MyoVa-CBD
(2-3 link region and a segment of the C-terminal extension
preceding the 14) and the helical bundle region of RILPL2 (2
and 3N) mainly by hydrophobic interactions (61). Interest-
ingly, within the highly conserved structure of MyoVb-CBD in
relation to MyoVa-CBD, there is a noticeable singular differ-
ence located exactly at the 2-3 link region, which is consid-
ered essential for recognition and binding of RILPL2 (Fig. 10a).
On MyoVb-CBD, this region is poorly conserved in terms of
amino acid sequence and adopts a distinct conformation with
the replacement of some hydrophobic residues by polar ones
that lead to surface charge disruption, topographical changes
of the binding site, and steric impediments (Fig. 10a) prevent-
ing the interaction. Curiously, although MyoVc-CBD is the
most divergent among mammalian MyoV members, the
RILPL2-binding site is conserved on this structure, with a short
helical element in the 2-3 link region populated with hydro-
phobic residues at the solvent-exposed area, similarly to
FIGURE 9. PTEN-binding site analysis. The lysine cluster involved in the
binding of phosphorylated PTEN (a–e) is conserved between mammalian
MyoVa and MyoVb (a and c) and partially conserved in MyoVc (f and g) and in
the yeast ortholog Myo2p (h and i). Surfaces (e, g, and i) are colored by charge
from red (1 kV) to blue (1 kV). Electrostatic potentials (e, g, and i) were
calculated using PBEQ Solver (65).
FIGURE 10. The RILPL2-binding site. Structural superposition of MyoVb (a)
and MyoVc (b) with the RILPL2-MyoVa complex (Protein Data Bank accession
code 4KP3). MyoVb is not able to bind RILPL2 because of the lack of a short
helix at the 2-3 link region with hydrophobic residues to mediate the con-
tacts with helices 2 (residues numbers with asterisks) and 3N from RILPL2
(a, zoom). On the other hand, despite the greater divergence of MyoVa-CBD
to MyoVc-CBD, this region is conserved with the same topological arrange-
ments and thepresenceof twohydrophobic residues (Val1387 andMet1391) on
the surface of the short helix within the 2-3 link region (b, zoom).
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MyoVa-CBD (Fig. 10b). This structural conservation suggests
that inmammalsMyoVc can compensate for the lack ofMyoVa
to perform this function.
High Resolution Insights into the MD-CBD Interaction—De-
spite themultilayered regulatorymechanisms found inMyoVs,
the autoinhibition is the most intriguing one in which the CBD
interactswith theMD inhibiting theATPase activity and result-
ing in a compact structure with weak affinity to actin (62). This
mechanism is paradoxically regulated by Ca2 ions, but the
competition between cargoes and MD to CBD might be the
physiological mechanism to convert MyoV from its inactive
conformation to its active state (reviewed in Ref. 63). Electron
microscopy studies shed light on the inactive form of MyoV,
revealing a folded conformation with a triangular shape caused
by the interaction between MD and CBD (21–23). Moreover,
site-directed mutagenesis revealed that the acidic residue
Asp136 from MD and the basic residues Lys1708 and Lys1781
(corresponding to residues Lys1706 and Lys1779 in mouse
MyoVa, respectively) fromCBDare essential for stabilization of
the inactive folded conformation (21–23).
The high resolution view of the CBD-MD interaction was
rather limited because of the lack of structural information of
theMyoV-CBD from higher eukaryotes. Thus, to better under-
stand the structural determinants involved in the inhibition of
ATPase activity by CBD, we performed in silico molecular
docking simulations using the available restraints to model the
CBD-MD interaction (Fig. 11 and supplemental Fig. S1). The
best modeled interface between MD and CBD had a binding
energy of 4,327 kJ/mol with a buried area of 1,523 Å2 being
stabilized by a number of hydrophobic, polar, and electrostatic
interactions (Fig. 11a and Tables 3 and 4) involving highly con-
served residues among human MyoV paralogs. This interface
involves almost exclusively the N-terminal subdomain of MD
and the M face of lobule II, leaving the actin-binding site free.
As proposed by Thirumurugan et al. (23), the surface compris-
ing the amino acids 117–137 with helix-loop-helix topology is
an important region for interaction with CBD. Helices 6, 8,
12, and 13, including a segment of the C-terminal extension
of CBD, are interfacing the MD N-terminal domain (Fig. 11b).
Moreover, theMD-CBD interaction does not seem to block the
ATP-binding site but probably interferes in the recognition
and binding via interactions with the Ile111–Glu121 loop
(amino acid numbering based on the MyoVa MD structure;
Protein Data Bank accession code 1W7J) that orientates the
adenine base of ATP. Interestingly, the three-helical motif
seems to act as a physical barrier to the converter subdomain
of MD, with an electrostatic interaction between the Arg709
and Glu1791 (Fig. 11, a and b). These observations suggest
that the binding of CBD to MD perturbs the coordination of
the ATP at the base region and also blocks any conforma-
tional changes related to the converter subdomain, keeping
the actin-binding site accessible.
Furthermore, the CBD-MD complex was compared with the
current available models for the inhibited state of MyoV pro-
posed by Liu et al. (22) and Thirumurugan et al. (23). The
superposition of the CBD-MD complex on the domain-swap-
ping model (22) showed no agreement with the cryo-EM elec-
tron density map (Electron Microscopy Data Bank accession
code 1201, at 24 Å resolution), suggesting a different arrange-
ment of the dimeric MyoV into the rosette-like architecture
(Fig. 12a). The best result for rigid body fitting (CC 0.817) of
the CBD-MD complex into the cryo-EM electron density map
indicated a configuration that resembles the folded conforma-
FIGURE11.High resolutionanalysis of the interactionbetween themotor
and cargo-binding domains ofMyoVa. a, the binding mode of MyoVa-CBD
to MyoVa-MD based on docking analysis using restraints from the site-di-
rected mutagenesis studies of Li et al. (21). MyoVa-MD subdomains (surface)
werenamedaccording toCoureaux et al. (64).b, details of the interfacebetween
MyoVa-CBD and MyoVa-MD highlighting the multiple electrostatic contacts,
includingthe interactionbetweenAsp136 fromMDandLys1781 fromCBDthatare
essential for stabilization of the inactive folded conformation (21, 23, 62).
TABLE 3
MyoVa MD-CBD hydrophobic and electrostatic interactions defined
by docking analysis
Domain Position Residue Domain Position Residue
Hydrophobic
interactions
MD 69 Val CBD 1798 Val
MD 91 Val CBD 1798 Val
MD 98 Leu CBD 1817 Leu
MD 98 Leu CBD 1780 Val
MD 98 Leu CBD 1785 Leu
MD 116 Leu CBD 1817 Leu
MD 116 Leu CBD 1815 Pro
MD 117 Pro CBD 1818 Leu
MD 118 Ile CBD 1818 Leu
MD 118 Ile CBD 1817 Leu
MD 123 Ile CBD 1706 Leu
MD 123 Ile CBD 1818 Leu
MD 126 Ala CBD 1706 Leu
MD 127 Tyr CBD 1706 Leu
MD 670 Phe CBD 1815 Pro
MD 670 Phe CBD 1817 Leu
Electrostatic
interactions
MD 71 Glu CBD 1708 Lys
MD 71 Glu CBD 1795 Arg
MD 73 Asp CBD 1708 Lys
MD 73 Asp CBD 1795 Arg
MD 95 Asp CBD 1802 Arg
MD 95 Asp CBD 1809 Arg
MD 121 Glu CBD 1822 Lys
MD 134 Asp CBD 1707 Arg
MD 136 Asp CBD 1781 Lys
MD 97 Lys CBD 1813 Asp
MD 709 Arg CBD 1791 Glu
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tion obtained by single-molecule EM studies (23) (Fig. 12, b and
c). According to our docking results, instead of the domain-
swapping configuration suggested by Liu et al. (22), intramo-
lecular CBD-MD complexes are formed, and each dimeric sub-
unit is tilted in relation to the adjacentmolecule to compose the
rosette of six molecules as proposed by Sellers et al. (53) (Fig.
12d). This interpretation satisfies all experimental restraints
including atomic coordinates of MD (Protein Data Bank acces-
sion code 1W7J) (64) andCBD (this study),mutational data (21,
23), single-particle images (23), and the electron-density map
obtained by electron tomography (22). These findings support
that the biological assembly of the inhibited state ofMyoV con-
sists of a folded dimeric MyoV as shown by single-particle EM
images (23) that is tilted and laid over the adjacent molecule to
form the rosette of six molecules observed in two-dimensional
crystals (53).
Concluding Remarks—Despite high fold conservation,
including the two discrete helical bundles connected by the
long -helix and stabilized by the C-terminal extension, yeast
and mammal MyoV-CBDs display very low residue conserva-
tion on the molecular surface, reflected by contrasts in charge
distribution, molecular topography, lobule arrangements, and,
consequently, cargo selection and binding. However, some
functions have been preserved through evolution, as suggested
by the conservation in yeast and mammal CBDs of the Inp2-
binding site.
Among the mammalian MyoV-CBDs, there are significant
differences probably related to functional differentiation. Two
examples are the redox-sensitive dimerization of MyoVc,
which involves cysteine residues (Cys1600 and Cys1608) only
conserved in this subclass, and the local divergence between
MyoVa and MyoVb, at the 2-3 link region, which confers
RILPL2 binding specificity toMyoVa (and likely toMyoVc). On
the other hand, the high conservation observed between mam-
malian MyoVa and MyoVb CBDs supports a possible func-
tional overlapping considering other cargoes. Indeed, recent
studies have demonstrated a functional compensation by
MyoVbwith the loss ofMyoVa in signaling networks regulating
cell growth (11).
The phospho-mimetic state of the long loop connecting lob-
ules I and II was demonstrated to trigger structural changes in
the CBD structure, conferring a lower conformational flexibil-
ity that could be related to the interaction of the phosphory-
lated loop with the MD-binding site (residues Arg1707, Lys1708,
Lys1781, and Arg1795) affecting the formation of the inhibited
folded conformation. Previous studies showed the localization
of phosphorylated MyoVa to the nucleus, and these phosphor-
ylation-induced conformational modifications might be impli-
cated in the generation of new functional sites for the recogni-
tion and binding of nuclear proteins. Additionally, a high
resolution analysis of the CBD binding toMD indicates amajor
role for the MD N-terminal subdomain in the stabilization of
TABLE 4
MyoVaMD-CBD hydrogen bonds defined by docking analysis
Domain Position Residue Atom Domain Position Residue Atom Distance
Å
Main chain-main chain bonds
MD 136 Asp N CBD 1706 Leu O 2.89
CBD 1708 Lys N MD 134 Asp O 2.96
CBD 1709 Asp N MD 134 Asp O 2.99
CBD 1798 Val N MD 66 Asp O 3.03
CBD 1798 Val N MD 69 Val O 3.44
Main chain-side chain bonds
CBD 1784 Asn ND2 MD 70 Gly O 3.05
CBD 1816 Gln NE2 MD 115 Gln O 3.12
Side chain-side chain bonds
MD 96 Ser OG CBD 1784 Asn OD1 3.32
MD 96 Ser OG CBD 1784 Asn ND2 3.26
MD 97 Lys NZ CBD 1813 Asp OD1 2.89
MD 97 Lys NZ CBD 1813 Asp OD2 2.92
MD 122 Asp OD1 CBD 1622 Gln NE2 2.92
MD 709 Arg NH1 CBD 1791 Glu OE1 2.75
MD 709 Arg NH2 CBD 1791 Glu OE1 3.25
MD 709 Arg NH2 CBD 1791 Glu OE2 2.89
CBD 1622 Gln NE2 MD 122 Asp OD1 2.92
CBD 1707 Arg NH1 MD 130 Gln OE1 3.34
CBD 1707 Arg NH2 MD 130 Gln OE1 3.12
CBD 1707 Arg NE MD 134 Asp OD2 2.85
CBD 1707 Arg NH2 MD 134 Asp OD2 3.00
CBD 1708 Lys NZ MD 71 Glu OE1 2.98
CBD 1708 Lys NZ MD 71 Glu OE2 2.96
CBD 1708 Lys NZ MD 73 Asp OD2 2.89
CBD 1781 Lys NZ MD 136 Asp OD1 3.23
CBD 1781 Lys NZ MD 136 Asp OD2 2.76
CBD 1784 Asn OD1 MD 96 Ser OG 3.32
CBD 1784 Asn ND2 MD 96 Ser OG 3.26
CBD 1795 Arg NE MD 71 Glu OE2 2.97
CBD 1795 Arg NH2 MD 71 Glu OE2 2.89
CBD 1799 Ser OG MD 66 Asp OD2 3.16
CBD 1802 Arg NH1 MD 95 Asp OD2 3.06
CBD 1809 Arg NH2 MD 95 Asp OD1 2.90
CBD 1822 Lys NZ MD 121 Glu OE1 2.84
CBD 1822 Lys NZ MD 121 Glu OE2 3.13
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the inhibited folded conformation through extensive electro-
static interactions with the CBD lobule II that may promote
steric impediments to the movement of theMD converter sub-
domain by ATP hydrolysis. Based on the CBD-MD complex, a
structural model for the folded conformation was proposed
(Fig. 12) that corroborates all experimental data and supports
the reinterpretation of the cryo-EM electron density map by
Sellers et al. (53).
The provision of all three MyoV-CBD structures from
humans sheds light into the complex structural puzzle ofMyoV
members from higher eukaryotes, permitting an in-depth
molecular view of the enormous amounts of functional data
concerning this myosin class that is the most studied uncon-
ventional myosin. Furthermore, our data highlight the MyoVc
subclass with unique features of its CBD such as particular lob-
ule arrangement and self-dimerization ability in a coiled coil-
independent manner regulated by a redox mechanism.
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V motors 
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Molecular docking analysis 
FIGURE S1. Distribution of distances between the residues pairs D136 and K1781 
(upper), and D136 and K1708 (lower), considered essential for MD-CBD interaction, in 
function of the binding energy evaluated during the docking routine. Selected decoys 
are marked as red dots. 
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9.3 Artigo II 
Santos, C. R.; Polo, C. C.; Costa, M. C.; Nascimento, A. F.; Meza, A. N.; Cota, J.; 
Hoffmam, Z. B.; Honorato, R. V.; Oliveira, P. S.; Goldman, G. H.; Gilbert, H. J.; Prade, R. 
A.; Ruller, R.; Squina, F. M.; Wong, D. W.; Murakami, M. T. Mechanistic strategies for 
catalysis adopted by evolutionary distinct family 43 arabinanases. J Biol Chem, v. 289, n. 
11, p. 7362-73, 2014. 
Artigo publicado no Journal of Biological Chemistry em março de 2014, no qual o 
doutorando participou principalmente na parte de determinação estrutural e processamento 
dos dados cristalográficos como descrito no item a seguir. 
9.3.1 Problemas de pseudo-simetria e ordem-desordem nos cristais de TpAbn 
As estruturas da hidrolase glicosídica TpAbn e complexo TbAbn-ligante (Santos et 
al., 2014) foram inicialmente resolvidas por substituição molecular, no grupo espacial 
P21212, encontrando-se uma molécula na unidade assimétrica. Porém os valores elevados 
de Rfactor/Rfree (0,261/0,301 para TpAbn e 0,262/0,297 para TpAbn-ligante) observados 
após o refinamento poderiam indicar uma escolha incorreta do grupo espacial e/ou 
problemas de ordem-desordem no empacotamento cristalino (Pletnev et al., 2009; Wang et 
al., 2005). Além dos valores elevados de Rfactor/Rfree, o alto conteúdo de solvente (63%), em 
um cristal que difratou até 1,7 Å, o que não é muito comum, e a presença de grandes canais 
de solvente no empacotamento cristalino, em P21212, com inúmeros picos positivos de 
densidade eletrônica (Figura 9.1), levantaram a possibilidade de haver mais uma molécula 
na unidade assimétrica. Porém, todas as tentativas de se encontrar mais uma molécula na 
substituição molecular falharam, mesmo quando os dados em P21212 foram expandidos 
para P21, indicando a presença de algum problema com os dados. 
A fim de buscar a solução para este problema, os dados para ambas as proteínas 
foram processados em um grupo de menor simetria (P21) e, então, uma nova solução de 
substituição molecular foi obtida, com três moléculas na unidade assimétrica. Esta nova 
solução forneceu mapas de fácil interpretação e valores menores de Rfactor/Rfree 
(0,160/0,197 para TpAbn e 0,153/0,197 para TpAbn-ligante). A nova molécula encontrada 
(cadeia C) mostrou um mapa de menor qualidade, se comparado com as cadeias A e B, 
provavelmente devido às diversas orientações desta molécula ao longo do retículo cristalino 
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causada, provavelmente, por uma ordem-desordem parcial (Figura 9.2). A ausência de 
picos significativos (≥ 20% do pico da origem) fora da origem do mapa de Patterson nativo 
e a presença de algumas reflexões difusas em algumas imagens do conjunto de dados 
sugeriam a presença de uma ordem-desordem rotacional parcial no retículo cristalino 
(Pletnev et al., 2009; Wang et al., 2005). 
Figura 9.1. Mapas de densidade eletrônica da TpAbn em P21212 a 1,77 Å de resolução. São 
mostrados os mapas 2Fo-Fc (a) e Fo-Fc (b) a 1,5σ (0,43 Å-3) e 3,0σ (0,21 Å-3), respectivamente. Em 
ambos os mapas é possível observar a presença de diversos picos de densidade eletrônica entre as 
moléculas, no “canal de solvente”. 
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Mesmo desconsiderando a presença de ordem-desordem, a análise do 
empacotamento cristalino mostra a cadeia C situada em cima de um eixo de simetria de 
ordem dois (21), justificando porque não foi possível expandir a simetria de P21212 para 
P21 e obter um mapa interpretável, ou mesmo encontrar três molécula na substituição 
molecular (Figura 9.2). Uma vez que a molécula não possui uma simetria intrínseca, o 
processo de promediação dos dados resultaria em um mapa extremamente ruidoso, 
impossível de ser interpretado. 
 
 
Figura 9.2. Disposição das moléculas de TpAbn na cela unitária em P21. Em a são mostradas as 
duas unidades assimétricas do cristal de TpAbn (azul e vermelho) cada uma formada por um 
homotrímero cristalográfico composto pelas cadeias A, B e C. No painel b a sobreposição das duas 
unidades assimétricas indicam a presença de ordem-desordem rotacional da cadeia C, na qual as 
cadeias correspondentes não se sobrepõem perfeitamente, apresentado um deslocamento angular de 
~180°. O detalhe da sobreposição (c) mostra o eixo de pseudo-simetria (linha), que levou ao 
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processamento inicial em P21212, mostrando a cadeia C em cima de um eixo de ordem dois (21) 
que relaciona apenas as moléculas A e B. As setas indicam aproximadamente a mesma região da 
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Background: Arabinanases are key enzymes involved in hemicellulose degradation.
Results: Crystallographic, mutational, and biochemical assays of three arabinanases reveal the molecular mechanisms govern-
ing their catalysis and activation.
Conclusion: Accessory domain and metal ion are essential for catalysis. Structural adaptations in the catalytic interface confer
unique action modes to ruminal arabinanases.
Significance: This work provides new molecular strategies for arabinan hydrolysis.
Arabinanases (ABNs, EC 3.2.1.99) are promising catalysts for
environmentally friendly biomass conversion into energy and
chemicals. These enzymes catalyze the hydrolysis of the -1,5-
linked L-arabinofuranoside backbone of plant cell wall arabin-
ans releasing arabino-oligosaccharides and arabinose, the sec-
ondmost abundant pentose innature. In thiswork, new findings
about the molecular mechanisms governing activation, func-
tional differentiation, and catalysis of GH43 ABNs are pre-
sented. Biophysical, mutational, and biochemical studies with
the hyperthermostable two-domain endo-acting ABN from
Thermotoga petrophila (TpABN) revealed how some GH43
ABNs are activated by calcium ions via hyperpolarization of the
catalytically relevant histidine and the importance of the ancil-
lary domain for catalysis and conformational stability. On the
other hand, the two GH43 ABNs from rumen metagenome,
ARN2andARN3, presented a calcium-independentmechanism
in which sodium is the most likely substituent for calcium ions.
The crystal structure of the two-domain endo-acting ARN2
showed that its ability to efficiently degradebranched substrates
is due to a larger catalytic interfacewithhigher accessibility than
that observed inotherABNswithpreference for linear arabinan.
Moreover, crystallographic characterization of the single-do-
main exo-acting ARN3 indicated that its cleavage pattern pro-
ducing arabinose is associated with the chemical recognition of
the reducing end of the substrate imposed by steric impedi-
ments at the aglycone-binding site. By structure-guided rational
design, ARN3 was converted into a classical endo enzyme, con-
firming the role of the extended Arg203–Ala230 loop in deter-
mining its action mode. These results reveal novel molecular
aspects concerning the functioning of GH43 ABNs and provide
new strategies for arabinan degradation.
Endo-1,5--L-arabinanases (ABNs)3 (E.C. 3.2.1.99) are key
enzymes in the breakdown of plant cell wall arabinans and their
products such as arabinose and arabino-oligosaccharides have
potential applications as low-calorie sweetener and prebiotics,
respectively (1, 2). These enzymes are also considered promis-
ing tools in the environmentally friendly biomass conversion
into energy and chemicals (3) because pentoses can also be used
as carbon sources and hemicellulosic oligosaccharides can
competitively inhibit the cellulolytic system, lessening the
hydrolysis efficiency. Indeed, recent studies showed that the
supplementation of fungal enzyme mixtures with ABNs and
arabinofuranosidases (ABFs, E.C. 3.2.1.55) improved the hydroly-
sis rateofplantbiomass (4–6).Moreover, genomicsandproteom-
icsapproacheshaverevealedan impressiveexpansionof theGH43
family, which includesABNs andABFs, in a number of organisms
specialized in plant cell wall degradation. This observation high-
lights the importance of this CAZy family for depolymerization of
lignocellulosic material and, probably, reflects a broader range of
specificities than described so far.
GH43 ABNs consist of a five-bladed -propeller catalytic
core that can be found as a discrete protein (7–10) or fused to an
ancestral ancillary domain with a -barrel-like architecture
(11). Although the accessory -sandwich domain, found in
GH43 -xylosidases and ABFs, contributes to the active site
formation of its parental protein (12–14), inABNs the-barrel-
like domain does not participate in the groove formation. To
date, there are no structural and functional studies with dele-
tionmutants of two-domainABNs to determine the correlation
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Sa˜o Paulo (FAPESP)Grants 10/51890-8 and13/13309-0, ConselhoNacional
de Desenvolvimento Científico e Tecnolo´gico (CNPq) Grants 476043/
2011-5 and 308092/2012-0, and the Coordenac¸a˜o de Aperfeic¸oamento de
Pessoal de Nível Superior (CAPES).
1 Both authors contributed equally to this work.
2 To whom correspondence should be addressed: Giuseppe Maximo Scolfaro
10000, ZIP 13083-970, Campinas/SP, Brazil. Tel.: 55-19-3512-1106; Fax:
55-19-3512-1100; E-mail: mario.murakami@lnbio.cnpem.br.
3 Theabbreviationsusedare:ABN, arabinanase;GH,glycosidehydrolase;ABF,
arabinofuranosidase; TpABNC, TpABN devoid of the accessory domain;
TRX, thioredoxin.
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of this ancestral domain with catalysis and stability of these
enzymes. Moreover, all structurally characterized ABNs so far
(7–11) contain a divalent ion bound to a solvated channel
located at the inner region of the propeller-fold, which recently
has been demonstrated to be essential for catalysis (11). Never-
theless, the structural basis for the ion role remains unresolved
and there has been no evidence for the existence of divalent
ion-independent GH43 ABNs.
The synergism between endo- and exo-acting hydrolases is a
sine qua non for complete saccharification of complex and
recalcitrant polysaccharides (15, 16) such as arabinan that con-
sists of a backbone of -1,5-linked L-arabinofuranosyl residues
decoratedwith-1,3- and-1,2-linked arabinofuranosides and
can be found freely or attached as a side chain of xylogalacturo-
nan and rhamnogalacturonan (17). However, only two GH43
exo-ABNs have been characterized so far. BsArb43A releases a
trisaccharide from the non-reducing end of arabinan and the
structural basis for its action mode is the partial blocking at the
3 subsite (8). ARN3 is an exo-ABN that releases arabinose
from both arabinan and arabinooligosaccharides for which
there is no structural information (18). Most GH43 ABNs (8,
10, 19–21) show preference for linear substrates, despite their
natural substrate, arabinan, is commonly a branched chain.
ARN2, a functionally characterized two-domain ABN pre-
sented similar affinity for both linear and branched arabinan
(22), which is interesting and also relevant to biomass degrada-
tion, but the structural basis for this feature is still unknown.
Thus, to shed light on the structural determinants for the
distinct molecular mechanisms governing the catalysis of this
important family of glycosidases, we have investigated three
GH43 ABNs: two endo-acting ABNs, TpABN and ARN2,
which are two-domain enzymes, from Thermotoga petrophila
RKU-1 (23–24) and from a bovine rumenmetagenomic library
(22), respectively; and, a single-domain exo-ABN (ARN3)
recovered from the same metagenomic DNA library (18). Bio-
chemical and biophysical studies with TpABN contributed to
elucidate the structural basis for calcium dependence of some
GH43 ABNs and the role of the ancestral ancillary module for
function and stability of two-domain ABNs. The structure,
mutagenesis, and kinetics of ARN3 revealed that its exo-acting
mode (18) is related to the chemical recognition of the reducing
ends of arabinan imposed by a steric barrier at the aglycone-
binding region.Moreover, structural data ofARN2 showed that
its unique ability to efficiently degrade branched substrates as
observed by Wong and colleagues (22) is due to a larger cata-
lytic interface with higher solvent accessibility than that
observed in other ABNs with preference for linear arabinan.
These molecular findings provide a further understanding in
the functional aspects, stability, and regulation of GH43 ABNs
and represent an advance toward new strategies for hemicellu-
lose degradation.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Molecular Cloning and Mutagenesis—The pET28a/TpABN,
pET32b/ARN2, and pET32b/ARN3 constructs are described in
previousworks (18, 22, 24). TheTpABNdevoid of the accessory
domain (TpABNC, residues Ala28-Leu371) was amplified by
PCR using the oligonucleotides 5-GCTAGCGAACAAC-
CCACCTTTCGATG-3 and 5-GGATCCTTATTCTTCCA-
CTCTTATTCCCC-3 and the pET28a/TpABN vector as
template. The amplified sequence was cloned into pGEM-T
Easy vector (Promega) and further subcloned into pET28a.
Amino acid substitutions of TpABN andARN3were generated
by the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene)
using pET28a/TpABN and pET32b/ARN3 vectors as templates










CGGAGCCTCGATGGCA-3 for ARN3/F237A; 5-GTTCG-
ATGCGACCAATCCTTGGGTCCACGATCCTGTGATGG-
3 and 5-CCATCACAGGATCGTGGACCCAAGGATTGG-
TCGCATCGAAC-3 for ARN3/D37W; and 5-GGGCTAAC-
AACGGTGCACCGAAGCTGGTCATC-3 and 5-GATGAC-
CAGCTTCGGTGCACCGTTGTTAGCCC-3 for ARN3/
S329P. The chimera SRGEEP-ARN3 was constructed accord-
ing to Erster and Liscovitch (25). In this protocol, the entire
plasmid is amplified by inverse PCR (26) and sequence replace-
ment is dictated by the primers. The forward primer (5-
GAAGAACCAAATGCCATCGAGGCTCCGTTTATCATC-
AGGG-3) contains, at the 5 portion, the second half of the
inserted sequence and, at the 3 portion, the region down-
stream to the insertion site. The reverse primer (5-ACCACG-
GCTTGCGATGGTCTTCGGCTCCCCCTTTG-3) contains
the first half of the inserted sequence and the region upstream
to the insertion site. The pET32b/ARN3 vector was used as
template and the Platinum Pfx polymerase (Invitrogen) for
chain amplification. The resulting product is a linear plasmid
that, after analysis by agarose gel electrophoresis, was
phosphorylated using T4 Polynucleotide Kinase (Thermo-
Scientific), self-ligated using T4 ligase (Invitrogen), and used to
transform Escherichia coli DH5 cells. The loop replacement
was confirmed by DNA sequence analysis. The wild-type (WT)
and mutant constructs of thermostable enzyme, TpABN, were
produced with a His6 tag at its N terminus (24). Both ABNs
from the bovine rumenmicroflorametagenomic library, ARN2
and ARN3, were produced as inclusion bodies when expressed
with a His6 tag; then a fusion with thioredoxin (TRX) was
employed aiming at enhancing solubility when using E. coli as
the heterologous expression system (22, 18).Mutant versions of
ARN2 and ARN3 were also expressed with the TRX fusion tag.
Expression and Purification—All of the proteins were
expressed in BL21(DE3) cells supplementedwith pRARE2 plas-
mid for 4 h at 30 °C with 0.5 mM isopropyl 1-thio--D-galacto-
pyranoside at A600 nm of 0.6–0.8. The cells were collected,
resuspended in lysis buffer (20 mM sodium phosphate, pH 7.5,
500 mM NaCl, 5 mM imidazole, 1 mM PMSF, and 5 mM benz-
amidine), and disrupted by lysozyme treatment (80 g/ml, 30
min, on ice), followed by sonication (6 pulses of 15 s on ice
using a Vibracell VCX 500, Sonics andMaterials). The extracts
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were centrifuged at 10,000 g for 30min and the supernatants
were loaded onto nickel-charged 5-ml HiTrap chelating col-
umns (GE Healthcare) with a flow rate of 1 ml/min. The pro-
teins were eluted using a nonlinear gradient of imidazole rang-
ing from 5 to 500 mM. The fractions containing the target
protein were concentrated using Amicon Ultra centrifugal fil-
ters (Millipore) and submitted to size exclusion chromatogra-
phy using a Superdex 75 16/60 column (GE Healthcare) and a
flow rate of 0.5 ml/min. The TRX tag was cut out of the ARN3
construct before the size exclusion chromatography experi-
ment by limited proteolysis using 0.01 mg/ml of trypsin for 30
min at room temperature. All chromatographic steps were per-
formed in an A¨KTA FPLC system (GE Healthcare). Sample
homogeneity was confirmed by SDS-PAGE and protein con-
centration was estimated by absorbance at 280 nm using molar
extinction coefficients derived from the sequence of the
constructs.
Crystallization, Data Collection, Structure Determination,
and Refinement—Crystals of TpABN were promptly obtained
without His6 tag removal. Crystals of ARN3, a single-domain
ABN, were obtained only after sample treatment with trypsin
that efficiently cleaved out the macromolecular tag. Trials to
remove the TRX tag from ARN2 yielded a heterogeneous sam-
ple with low stability, suggesting an interaction between the
enzyme andmacromolecular tag. Based on this observation, we
preceded the crystallizationwith the TRX-ARN2 chimeric pro-
tein. The purified TpABN, TRX-ARN2, and ARN3 proteins
were concentrated to 29, 5.8, and 12.9 mg/ml, respectively,
using Amicon Ultra centrifugal filter units (Millipore) and dia-
lyzed against 20 mM Tris-HCl, pH 7.5 (TpABN), or 20 mM
HEPES, pH 7.5 (TRX-ARN2 and ARN3). Crystallization exper-
iments were performed by the vapor diffusion method using a
HoneyBee 963 robot (Genomic Solutions). Sitting drops were
prepared by mixing 0.5 l of the protein solution with an equal
volume of mother liquor and equilibrated against 80 l of the
reservoir at 18 °C. Formulations based on the following com-
mercial crystallization kits were tested: SaltRX, Crystal Screen,
Crystal Screen 2 (Hampton Research), Precipitant Synergy,
Wizard I and II (Emerald BioSystems), PACT and JCSG (Qia-
gen/Nextal), totalizing 544 solutions. Crystals of TpABNwith a
ligand at the active site were obtained within 1 week in 100 mM
sodium citrate, pH 5.5, 40% (v/v) PEG400, and 5% (w/v)
PEG3350. The reduction of the crystallization condition pH to
5.0 yielded crystals with better diffraction quality.
Crystals were directly flash-cooled in a 100 K nitrogen gas
stream because PEG400 is a cryoprotectant compound.
TpABN crystals in the native state were obtained by changing
the dialysis buffer, prior to protein concentration, from 20 mM
Tris-HCl, pH 7.5, to 20 mM HEPES, pH 7.5. Small crystals of
TRX-ARN2 were obtained within 1 day in 2.1 M sodium malo-
nate and bigger crystals were formed in hanging drops by
reducing the precipitant concentration to 1.8 M. Crystals of
ARN3 were obtained within 45 days in 100 mM Tris-HCl, pH
8.5, 2.4 M ammonium phosphate and better crystals were
obtained reducing the precipitant concentration to 2.1 M. Crys-
tals of ARN2 and ARN3 were cryoprotected using 30% (v/v)
glycerol before flash cooling. X-ray diffraction data were col-
lected at the W01B-MX2 beamline (Brazilian Synchrotron
Light Laboratory, Campinas, Brazil). Data processing was car-
ried out with HKL2000 or XDS (27, 28). All structures were
solved by the molecular replacement method, using the pro-
gram MolRep (29). The native and ligand-complex structures
of TpABN were initially solved by molecular replacement in
P21212. However, the high values of Rfactor/Rfree (26.1/30.1 for
TpABN and 26.2/29.7 for TpABN-ligand complex) after model
refinement were not compatible with high data quality and res-
olution indicating an incorrect space group and/or a packing
disorder (30, 31). Besides that, the high solvent content (63%)
was very suspicious for a well diffracting crystal, but all molecular
replacement attempts to find anothermolecule in the asymmetric
unit were unsuccessful. Therefore, data sets were processed in a
lower symmetry space group (P21) and three molecules were
found in asymmetric units with interpretable maps and lower
Rfactor/Rfree values (16.0/19.7 for TpABN and 15.3/19.7 TpABN-
ligand complex). The third molecule (chain C) presented a poor
map in comparison with chains A and B, probably due to several
orientations of this molecule along the crystal lattice. The
absence of significant off-origin peaks in the native Patterson
map and a few diffused reflections in some frames suggest the
presence of rotational order-disorder structure (30). Besides
the order-disorder problem, chain C lies on a 2-fold symmetry
axis and, because the molecule does not have an intrinsic sym-
metry, it is not possible to expand symmetry to P21212. The
YxiA protein from Bacillus licheniformis (PDB code 3LV4),
sharing 54% identitywithTpABNwas used as a searchmodel to
solve the TpABN structure. The ABN fromGeobacillus stearo-
thermophilus (AbnB, PDB code 3CU9) was used as search
model for ARN3 (43% of identity). The TRX-ARN2 structure
was solved using TpABN (identity of 34%) and E. coli TRX
structures as search models. The structures were refined using
the program REFMAC5 (32). After each cycle of refinement,
themodel was inspected andmanually adjusted into the (2Fo
Fc) and (Fo  Fc) electron density maps using the program
COOT (33). Solventmolecules weremanually added at positive
peaks above 3.0  in the difference Fourier maps. The local and
global quality of the structures was evaluated using theMolpro-
bity server (34). Processing and refinement statistics are
reported in Table 1. Interestingly, analysis of the ARN2 crystal
lattice showed that themacromolecular tag assisted the crystal-
lization process by providing new molecular surfaces entropi-
cally favorable for crystal packing. In fact, the main crystalline
interface corresponds to a buried area of 1330 Å2 and involves
inter-chain interactions between TRX and ARN2 from the
2-fold symmetrically related molecules found in the asymmet-
ric unit (Fig. 1A). Moreover, when the two molecules of ARN2
from the asymmetric unit were superimposed, the TRX did not
superimpose, indicating that the two chimeras adopt different
orientations, possibly to maximize the intermolecular contacts
(Fig. 1B). These observations corroborate that TRX crystalline
contacts played a key role in the crystal formation. This strategy
was also successfully described for other proteins (35–43) and
the use of a short linker connecting the protein target with the
macromolecular is essential to produce a rigid and crystalliz-
able chimera (41, 42).
Enzyme Assays—Standard arabinanase activity assays were
performed in 50mM citrate/phosphate/glycine buffer, contain-
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ing 0.25% (w/v) debranched arabinan (Megazyme Interna-
tional, Ireland) and 8 g/ml of enzyme. The amount of reduc-
tion sugar was determined by the DNS method (44). The
enzymes and solutionswere previously incubatedwithChelex
100 (Bio-Rad) to remove any trace of metal ion. Chelators
(EDTA and EGTA) and metal ions (chloride salts of Ca2,
Mg2,Mn2, Ni2, andCo2) were used in concentrations of 5
and 10 mM, respectively. The reactions were carried out at pH
6.0 and 70 °C for TpABN/mutants and pH 6.0 and 45 °C for
ARN2/ARN3. Temperature profiles were obtained from reac-
tions incubated at pH 6.0 for 10 min at temperatures ranging
from 20 to 85 °C. pH curves were obtained from reactions incu-
bated at 70 °C for TpABN/mutants and 45 °C forARN2/ARN3/
mutants for 10 min at pH values from 2 to 10. The apparent
kinetic parameters Km, Vmax, kcat, and kcat/Km were calculated
by nonlinear regression analysis of the Michaelis-Menten plot.
Debranched arabinan was used as substrate in a concentration
range from 0.8 to 25.0 mg/ml. Assays were conducted in 50mM
TABLE 1
Data collection and structure refinement statistics for TpABN, TpABN-ligand, TRX-ARN2, and ARN3 structures
Values in parentheses correspond to the highest resolution shell.
TpABN TpABN-ligand TRX-ARN2 ARN3
Data collection
Space group P21 P21 P212121 P6322
Unit cell parameters (Å) (°) 41.67, 86.91, 194.85, 90.15 41.67, 86.77, 194.37, 90.07 99.91, 114.32, 167.20 140.12, 140.12, 159.01
Resolution (Å) 55.00–1.75 (1.86–1.75) 55.00–1.76 (1.87–1.76) 50.00–1.90 (1.97–1.90) 40.00–2.90 (3.00–2.90)
Rmerge (%) 5.6 (16.2) 5.4 (18.3) 9.3 (50.5) 15.6 (77.3)
I/(I) 22.8 (8.8) 22.5 (7.9) 16.2 (2.6) 11.8 (2.8)
Completeness (%) 99.6 (98.3) 99.5 (97.3) 98.3 (94.0) 97.5 (99.2)
Multiplicity 7.1 (6.4) 6.6 (5.9) 6.0 (4.7) 7.0 (6.9)
Mosaicity (°) 0.1 0.2 0.5 0.6
Refinement
Resolution (Å) 40.77–1.75 43.38–1.76 44.37–1.90 35.03–2.90
No. of unique reflections 132,487 128,860 140,105 19,562
Rwork/Rfree (%) 16.0/19.7 15.3/19.7 16.1/21.0 21.7/26.7
Overall B factor (Å2) 26.6 29.4 33.4 54.9
No. of protein atoms 10,731 10,831 9,901 4,864
No. of water molecules 731 699 843 19
Ligands Calcium, PEG Calcium, TRIS Sodium, GOL PO4
Root mean square deviations
Bond lengths (Å) 0.019 0.022 0.013 0.007
Bond angles (°) 2.042 2.225 1.507 1.125
Ramachandran plot
Favored region (%) 96.3 94.1 97.6 91.8
Allowed regions (%) 3.5 5.4 2.2 6.9
Disallowed region (%) 0.2 0.5 0.2 1.3
PDB entry code 4KC7 4KC8 4KCA 4KCB
FIGURE 1. Structural dissimilarities between the ruminal endo-acting enzyme (ARN2) and classical two-domain ABNs. A, crystal packing of TRX-ARN2
showing the main interaction interface between the two monomers. One monomer is colored in green and the other in blue. B, arrangement of the chimeric
structure colored from the N to C terminus (blue to red). Superposition of the two chimeras shown in A highlights the distinct arrangement of TRX (colored in
wheat for the second molecule) in relationship to ARN2. C, structural superposition of TpABN, BsArb43B, and YxiA on the ARN2 structure, with loop insertions
and catalytic triad of ARN2 depicted. D, surface topography of the substrate binding channel of ARN2 (wheat) in comparison with TpABN (light blue).
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citrate/phosphate/glycine buffer, pH 7.0, at 45 °C for 10 min.
Mathematical calculations were made using GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software). These assays were performed in
sextuplicate.
Capillary Zone Electrophoresis—WT andmutant versions of
ARN3 (SRGEEP-ARN3, ARN3/F237A, ARN3/D37W, ARN3/
S329P, ARN3/D37W/S329P) were incubated with 0.25% (w/v)
linear arabinan (Megazyme) for 15min at 20 °C.Alternatively, 7
mMarabinoheptaose (Megazyme)was used as substrate and the
reaction was stopped after 5 and 10 min of incubation at 20 °C.
The reaction products were derivatized with 8-aminopyrene-
1,3,6-trisulfonic acid by reductive amination as described
previously (45). Capillary electrophoresis experiments were
performed in a P/ACE MDQ system (Beckman Coulter) with
laser-induced fluorescence detection using a fused-silica capil-
lary (TSP050375, Polymicro Technologies) of 50-mm internal
diameter and 31-cm length. Samples were injected by applica-
tion of 0.5 p.s.i. for 0.5 s. Electrophoresis conditions were 15
kV/70–100 mA with the cathode at the inlet, 0.1 M sodium
phosphate, pH 2.5, as running buffer and a controlled temper-
ature of 20 °C.The capillarywas rinsedwith 1MNaOH followed
by running buffer with a dipcycle to prevent carry over after
injection. Oligosaccharides labeled with 8-aminopyrene-1,3,6-
trisulfonic acid were excited at 488 nm and emission was col-
lected through a 520-nm band pass filter. Retention times var-
ied slightly in different runs due to small volumes of the
capillary and variations in the buffer strength and temperature.
The resultant peaks were assigned by comparison with electro-
phoretic behavior of standards: arabinose and 1,5--L-arabino-
oligosaccharides (Megazyme).
Spectroscopy Characterization—Far UV circular dichroism
spectra were recorded on a Jasco J-810 spectropolarimeter
(Jasco International Co., Ltd., Tokyo, Japan) coupled to a Peltier
temperature controller and a 1-mm quartz cuvette. The pro-
teins were previously dialyzed against 20 mM sodium phos-
phate, pH 7.5, and used at a concentration of 10 M. The data
collection parameters were set to scan rate of 50 nm/min,
response time of 4 s, sensitivity of 100 mdeg, accumulation of
10, and delay time for spectrum collection of 60 s. Unfolding
experiments were monitored at 230 nm. For thermal denatur-
ation experiments the cuvette was heated at a rate of 1 °C/min.
Computational Analysis—The ARN3 structure was pre-
pared for molecular dynamics simulations using the program
YASARA (46). All hydrogen atoms and other missing atoms
were created using force field parameters from YAMBER3. A
simulation box was defined at 15 Å around all atoms of each
structure. Protonation was performed based on pH 7. Cell neu-
tralizationwas reached filling the boxwithwatermolecules and
Na/Cl counterions.A shortmolecular dynamics simulationwas
performed for solvent relaxation, deleting water molecules
until thewater density of 0.997 g/mlwas reached.A short steep-
est descent energy minimization was carried until the maxi-
mum atom speed dropped below 2200 m/s. Then 500 steps of
simulated annealing were performed at 0 K. Finally, a 10-ns
simulation at 298 K and with non-bonded cutoff of 7.86 Å was
performed (47). A snapshot was saved every 25 ps. Each of the
structures was simulated with and without a calcium ion at the
coordination site. To analyze the backbone flexibility and sta-
bility, the root mean square deviation of each C atom was
calculated for each structure. Using the algorithm KVFinder
(developed by R. V. Honorato, P. S. L. Oliveira, and others) we
developed a custom routine that was able to calculate the vol-
ume of the coordination site for each simulation snapshot. The
matrix-filling procedure for cavity prospection of KVFinder is
able to detect and account for slight fluctuations in the coordi-
nation site.
RESULTS
Molecular Basis of the Accessory Domain Influence on Stabil-
ity and Catalytic Activity—The crystal structure of the hyper-
thermostable GH43 ABN from T. petrophila (TpABN), was
determined at 1.7-Å resolution, revealed a canonical 5-bladed
-propeller catalytic core with a C-terminal -barrel-like
domain, which lacks sequence similarity with characterized
carbohydrate-binding modules. The only structural study
addressing a two-domainABNattempted to produce truncated
versions of the protein lacking this C-terminal domain, but no
expression was observed in the soluble fraction (11). Herein, to
characterize the influence and importance of this accessory
domain for stability and catalysis, we designed a truncated con-
struct of TpABN devoid of the C-terminal accessory domain
(TpABNC, Ala28–Leu371) that was successfully produced in
E. coli. The truncated protein TpABNC was correctly folded,
as suggested by circular dichroism analysis (Fig. 2A), but pre-
sented decreased thermal stability, with a melting temperature
(Tm) of 66.4 °C (Fig. 2B), whereas the full-length protein
TpABN showed a Tm of 88.7 °C (Fig. 2B). The unusual circular
dichroism spectra of TpABNconstructs, with a positive band at
230 nm, are the result ofmultiple tryptophan side chain absorp-
tion in the -propeller core (48). Structural analysis using the
Protein Interactions Calculator (49) showed a large inter-do-
main area (2,297 Å2) stabilized by extensive polar and hydro-
phobic contacts (Table 2) that are affected by ionic strength,
because theWTprotein presented an increase of 7 °C in theTm
under moderate ionic strength (Fig. 2B). In single-domain
ABNs, the corresponding region is populated by charged and
polar residues. These results suggest a direct structural role of
the accessory domain in two-domain ABNs and explain the
poor solubility and stability of the deletion mutant. Interest-
ingly, despite the native-like properties of the catalytic core, the
enzymatic activity of the enzymewas abolished after deletion of
the accessory domain, indicating an essential role in catalysis
as well. Structural data revealed that the accessory domain
participates in the conformational stabilization of the Gly243–
Gly250 loop (GGLDYRGG, Fig. 2C). This loop is adjacent to the
active site and forms the substrate-binding groove. The acces-
sory domain maintains the Gly243–Gly250 loop in a conforma-
tion favorable for substrate recognition and binding, and in the
absence of the accessory domain, this loop may adopt a differ-
ent or non-ordered conformation, disrupting the substrate
channel and displacing the substrate. The leucine residue,
located at the tip of this loop (Leu245 in TpABN, Fig. 2C), is
conserved in all two-domain ABNs (Fig. 3) and possibly plays a
role in the substrate interaction because it establishes aliphatic
contacts with carbon atoms from a sugar mimetic (results not
shown). In single-domain ABNs, a conserved disulfide bond
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(Cys254–Cys255 in the ruminal enzyme, ARN3) is observed at
the equivalent position of the leucine residue (Fig. 2D). This
disulfide bridge also participates in the formation of the sub-
strate-binding channel and is important to stabilize theGly243–
Gly250 loop (numbering based on the sequence of TpABN) in
the proper geometry for substrate binding, enabling single-do-
main ABNs to be functional without the presence of an accessory
domain. The conservation of this disulfide bridge in Cellvibrio
japonicus exo-arabinanase CjArb43A (Fig. 3) indicates that exo-
acting single-domainABNs share a commonmechanismof active
site formation with endo-acting single-domain ABNs.
Calcium Ion Caged into -Propeller Core Is Essential for
Catalysis—In all single- and two-domain ABNs with crystallo-
graphically determined structures (7–11), a calcium ion was
modeled in the highly hydrated cavity located at the inner core
of the structure, which connects the catalytic interface with the
opposite face of the propeller (Fig. 4A). Functional analysis
showed that TpABN, as well as BsArb43B (11), was inhibited by
chelating agents and only recovered its maximum enzymatic
activity in the presence of calcium (Fig. 4B). In these calcium-
dependent ABNs, the ion interacts with the catalytically rele-
vant His314 (TpABN sequence numbering) and six water mol-
ecules forming a distorted pentagonal bipyramidal molecular
geometry (Fig. 4C). These water molecules interact with main
chain carbonyl oxygen atoms of Pro33, Ala96, Asp170, Pro171,
Gly224, Pro225, and Asn315, which permits the calcium ion to
form water-mediated interactions with all five blades of the
propeller. In addition, the side chains of Ser34 and Gln98 interact
withW1,W2, andW6water molecules (Fig. 4C), but these inter-
actions seemnot to be essential for calciumbinding because in the
BsArb43B structure, the corresponding residues, Ser40 and
Asp103, adopt different orientations and are distant from the cal-
cium-coordinating water molecules. A possible structural role of
the calcium ion in GH43 enzymes is not evident because thermal
stability assays in the presence or absence of the ion did not result
in significant changes in the Tm (t 2 °C).
FIGURE 2. Structural role of the accessory domain in two-domain GH43 ABNs. A, circular dichroism spectra of the hyperthermophilic enzyme (TpABN,
continuous line) and its deletion mutant (TpABNC, dashed line). B, unfolding curves of TpABN (magenta and red) and TpABNC (blue and green) without
addition of NaCl (magenta and blue) and in the presence of 250 mM NaCl (red and green). C, molecular surface of TpABN with the catalytic -propeller in white
(GGLDYRGG loop inmagenta) and the-barrel like accessory domain in blue, indicating a highly complementary surface.D, structural overlay highlighting the
fully conserved disulfide bridge in single-domain ABNs (represented by ARN3, green) and the presence of a leucine residue at the corresponding position in
two-domain ABNs (represented by TpABN, magenta).
TABLE 2
Inter-domain interaction analysis of TpABN using the Protein Interac-
tion Calculator web server (49)
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Ruminal Enzymes Display a Calcium-independent Catalytic
Mechanism—Interestingly, the catalytic activity of the ruminal
enzymes, ARN2 and ARN3, did not undergo any change by the
presence of calcium ions or chelating agents (Fig. 4B), indi-
cating a calcium-independent mechanism. In fact, the ARN2
crystalline structure did not present the calcium ion bound to
the hydrated cavity. Based on electron density, coordination
sphere, and atom distances, we deduced the presence of a
sodium ion with distorted pentagonal bipyramidal coordina-
tion at the corresponding position (Fig. 4D). The geometry is
slightly different from calcium coordination, but all direct and
water-mediated interactions are fully conserved. The presence
FIGURE 3. Sequence alignment of structurally characterized GH43 ABNs. TpABN (this paper), 2X8F (BsArb43B, 11), 3LV4 (YxiA, Northeast Structural
Genomics Consortium), and ARN2 (this paper) are two-domain ABNs. ARN3 (this paper), 1GYD (CjArb43A, 7), 3CU9 (AbnB, 10), and 1UV4 (BsArb43A, 8) are
single-domain ABNs. The three catalytic residues are marked with stars at the bottom of the alignment and other residues important for substrate binding and
catalysis are marked with balls. The cysteine residues of single-domain ABNs and the corresponding leucine of two-domain ABNs are marked with arrows.
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of a potassium ion was discarded due to larger ionic radius and
typical bond lengths with oxygen atoms, which is not compat-
ible to the hydrated pocket. Although the water molecule has a
similar electron density to sodium ion, the number of interac-
tions and geometry bring it less plausible. Thus, the sodium is
themost likely substituent for calcium ions in ARN2 andARN3
enzymes. To elucidate the structural determinants for calcium
dependence, mutants G172C, G224A, and G172C/G224A of
TpABN were produced according to comparative structural
analysis of the ion-binding pocket. Nonetheless, all mutants
showed similar residual activity to the WT enzyme under
calcium deprivation (Fig. 4B), indicating that these elements
are not responsible for the calcium-independent behavior
observed in the ruminal enzymes, ARN2 and ARN3. Other
molecular aspects were also analyzed including electrostatic
surface charge distribution, the presence or absence of the
accessory domain, and volume of the cavity. However, these
analyses did not indicate a clear correlation of these parameters
with calcium dependence. Thus, collectively these structural
and functional evidences suggest a global effect, resulting from
multiparameter attributes, which select some GH43 ABNs to
be activated by calcium or sodium ions.
Aromatic Gateway Controls Solvent Dynamics at the Hydrated
Pocket—The molecular complexity regarding the catalytic
machinery of GH43 ABNs is not limited to the direct role of
His314 and the presence of metallic cofactors. The solvent
dynamics at the hydrated pocket is also an important issue for
the proper functioning of these enzymes. The ion coordination
is almost exclusively formed by water molecules, thus it might
be labile to solvent perturbations in the hydrated pocket. To
investigate this feature of the ion-binding pocket, the fully con-
served aromatic residue located at the entrance of the hydrated
pocket (Tyr226 in TpABN (Fig. 4E) and Phe237 in ARN3) was
mutated to alanine causing a significant reduction of the cata-
lytic activity in both enzymes (Fig. 4B). In ARN3, the mutation
completely abolished the catalytic activity, whereas in TpABN
the activity was reduced up to60% in the presence of calcium
ions (Fig. 4B). This residual activity observed in TpABN can be
FIGURE 4. Calcium dependence differs among GH43 ABNs. A, position of the calcium ion (green) in the middle of the catalytic propeller (pink) at different
views. B, enzymatic activity of the hyperthermophilic two-domain ABN (TpABN) and the two ruminal enzymes (ARN2 andARN3) in the absence of any metal ion
or in the presence of calcium ion.C, the pentagonal bipiramidal coordination of the calcium ion in the TpABN structure.D, the sodium ion that replaces calcium
in the ARN2 structure. E, aromatic residue working as a gateway of the hydrated pocket. F, interactions involved in the activation of ABNs by calcium/sodium
ions.
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interpreted as a result of the stronger coordination of calcium
ions in comparison to sodium ions, being less labile to solvent
perturbations caused by deletion of the aromatic residue.
Therefore, these results suggest that the conserved aromatic
residue acts as a gateway controlling the solvent exchange rate
at this pocket and, independent of calciumor sodium ions coor-
dinating the catalytically relevant histidine, the solvent dynam-
ics at this pocket were shown to be relevant for catalysis.
An Unusual Catalytic Interface Accommodates Branched
Substrates—The crystallographic structure of ARN2, a ruminal
endo-acting two-domain enzyme, showed a classical overall
fold of the GH43 family (Fig. 1B) with all the catalytically rele-
vant residues (10) conserved including the three acidic residues
involved in the catalytic reaction (base, Asp126, acid,Glu376, and
pKa modulator, Asp308) and the ion-polarizable histidine
(His125). ARN2 contains four main amino acid segment inser-
tions in its sequence compared with other two-domain ABNs
such as TpABN, YxiA from B. licheniformis, and endo-arabi-
nanase 2 from Bacillus subtilis (BsArb43B). Interestingly, three
are located at the opposite side of the accessory domain
(Glu178–Ser198, Asn270–Arg302, and Val346–Tyr362) forming an
unexpectedmotif (Fig. 1C), which alongwith theAsn237–Ser243
loop, generates a unique catalytic interface (Fig. 1D). These
structural differences result in a larger catalytic interface with
higher solvent accessibility in comparison to other structurally
characterized GH43 ABNs, supporting the fact that ARN2 effi-
ciently degrades branched arabinans (22), the natural substrate
of these enzymes. Indeed, the majority of ABNs characterized
to date display tight specificity for linear arabinan chains,
exhibiting very low activity against branched forms of the
polysaccharide.
Structural Basis for the Exo-operating Mode of ARN3—The
exo-acting GH43 ABNs, CjArb43A and ARN3, attack the same
substrate, arabinan; but they release different products, which
are arabinotriose for CjArb43A (8) and arabinose for ARN3
(18). The exo-activity of CjArb43A is associated with strong
affinity for the freeO5 atomof the non-reducing terminal arab-
inose at the 3 subsite (8). The removal of two residues that
make hydrogen bonds with the hydroxyl group at the C5 posi-
tion in the ligand-complexed structure (Asp35 and Gln316)
induced the enzyme to degrade in an endo mode (8). The resi-
dues forming the 3 subsite of ARN3 are Asp37 and Ser329,
similar to Asp35 and Gln316 of CjArb43A. Therefore, to test if
those residues also contribute to the exo actionmode of ARN3,
three mutants were produced, D37W, S329P, and D37W/
S329P. However, all of them presented a similar cleavage pat-
tern to that observed for the WT protein, releasing arabinose
from arabinooligosaccharides (results not shown). If ARN3
releases arabinose in a similar manner as CjArb43A, there
would be unique residues recognizing the chain end after the
1 subsite, but it is not the case because all residues near the2
subsite (His39, Thr55, and Trp96 in ARN3) are fully conserved in
endo-acting ABNs (Fig. 5A). SaAraf43A, an ABF from Strepto-
myces avermitilis (50), also releases arabinose as ARN3; how-
ever, ARN3 cannot be considered an ABF because it does not
cleave pNP-Araf (18). Moreover, the exo-acting manner of
SaAraf43A was attributed to the strict pocket architecture of
the 1 subsite (50), whereas ARN3 has a substrate-binding
channel with additional2 and3 subsites (Fig. 4A).
The crystal structure of ARN3 revealed an intriguing struc-
tural feature at the aglycone-binding region that is a long inser-
tion in the loop connecting the second and third blades of the
-propeller (Fig. 5A). This loop typically comprises 4 or 6
residues in other GH43 ABNs (Fig. 5B); however, in ARN3, it
is 28 residues long (Arg203–Ala230). It is partially disordered
(Arg207–Asp227) in the crystal structure of ARN3, but the prox-
imitywith positive subsites suggest a role as a physical barrier in
the substrate-binding channel, implying that the exo-activity of
ARN3 is related to the reducing end of the arabinan chain. All
known exo-acting GH43 enzymes attack the non-reducing end
of the polysaccharide (8, 12, 13, 50–52) and few exo-enzymes
FIGURE 5. The exo-acting mechanism of the ruminal single-domain ABN
(ARN3). A, catalytic interface of ARN3 (white) showing the residues that form
the2 subsite of the exo-enzyme ARN3 (green) and the endo-enzyme AbnB
(magenta), the modeled oligosaccharide in the ARN3 structure (yellow ball
and sticks), and the Arg203–Ala230 loop (green surface representation). B, top-
ographical adaptations of the SRGEEP-ARN3 active site. The shortened loop is
represented as a transparent magenta surface and the substrate from the
AbnB complex structure is in magenta ball and sticks. For comparison, the
original loop of ARN3 is shown as a green line. C, kinetic analysis of ARN3 and
SRGEEP-ARN3 using debranched arabinan as substrate. Capillary zone
electrophoresis analysis of cleavage products of linear arabinan and ara-
binoheptaose by SRGEEP-ARN3 (D and F, respectively) and ARN3 (E and G,
respectively).
Mechanistic Insights into GH43 Arabinanases
7370 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 289•NUMBER 11•MARCH 14, 2014
147
that attack the reducing end have been reported to date. For
instance, the exo-oligoxylanase (EC 3.2.1.156) from Bacillus
halodurans C-125 (Rex) is a GH8 enzyme that cleaves xylo-
oligosaccharides to release xylose from the reducing end (53).
The exo-activity of this enzyme is determined by a physical
barrier and chemical recognition. The2 subsite is blocked by
a kink in the loop before the 10 helix and His319, at the tip of
this loop, forms a direct hydrogen bond with the -hydroxyl
group of the xylose at the 1 subsite, the reducing end of the
polysaccharide (54). Molecular dynamics simulations of ARN3
in the native state and complexed with substrate showed no
structural changes in this loop, indicating a naturally occluded
aglycone region of the substrate binding channel. Moreover, in
the substrate-complexmodel, theAsp227 side chain is hydrogen
bonded to the O1 atom from the hydroxyl group of arabinose
(Fig. 5A), which limits the substrate channel to the 1 subsite
and explains the cleavage pattern with arabinose as final prod-
uct. Based on these observations, we propose that elongation of
this loop results in topographical adaptations of the catalytic
interface, which limits the channel to the1 subsite and deter-
mines the exo-mode of action of this novel enzyme. This ability
to attack reducing ends of the substrate within aGH43member
is of extreme relevance for outright chemical recognition and
synergism in arabinan degradation. To date, all characterized
GH43 exo-acting enzymes cleave from the non-reducing end of
the polysaccharide and the use of both exo-enzymes that pref-
erentially attack either the reducing or the non-reducing end is
an important synergism observed for exocellulases (55).
Redesigning the Action Mode of ARN3—According to our
structural analysis, the Arg203–Ala230 loop is related to the
actionmode of the ruminal single-domain enzyme (ARN3). To
test this hypothesis, we redesigned the catalytic interface of the
protein, replacing this long loop insertion by the amino acid
segment corresponding to classical endo-acting ABNs
(sequence “SRGEEP”). The chimera SRGEEP-ARN3, heterolo-
gously produced, was fully functional and presented a native-
like structure. The chimera preserved the temperature and pH
optimum (results not shown), but increased the catalytic effi-
ciency in more than 50% (Fig. 5C). The loop replacement
exposed additional subsites of the substrate binding channel,
increasing the affinity for the substrate, as observed by the
lower Km of the chimera (Fig. 5C). Moreover, extraction of the
physical barrier represented by the loop favored the turnover of
the substrate, indicated by the higher kcat. The main result of
the loop exchange is the modification in the cleavage pattern.
SRGEEP-ARN3 generates principally arabinobiose and arabi-
notriose as the product from linear arabinan (Fig. 5D), whereas
cleavage by the WT enzyme produces exclusively arabinose
(Fig. 5E). Arabinoheptaose was also used as substrate for the
WT enzyme and the SRGEEP-ARN3 chimera. As expected,
ARN3 successively removed arabinose from the oligosaccha-
ride, sequentially producing hexaose, pentaose, tetraose, triose,
and biose (Fig. 5F). The chimera also produced a range of oli-
gosaccharides (Fig. 5G), but the ratio of the products formed at
the beginning of the reaction indicates that the enzyme ran-
domly cleaved the oligosaccharide. Moreover, differently from
theWTenzyme, di-, tri-, and tetrasaccharides instead ofmono-
and disaccharides, accumulated in late stages of the reaction
with SRGEEP-ARN3 (Fig. 5, F and G, respectively). Therefore,
the replacement of theArg203–Ala230 region by a short segment
in the chimera SRGEEP-ARN3 clearly led to a change in the
enzyme cleavage pattern, indicating that this long loop is
responsible for the exo-activity of this ruminal single-domain
enzyme.
DISCUSSION
A Mechanistic Model for GH43 ABN Activation—GH43
ABNs operate by a reaction mechanism with inversion of ano-
meric configuration using the canonical three acidic residues,
Asp32 (the base), Glu233 (the acid), and Asp170 (the pKa modu-
lator) (Fig. 4F). Asp32 is deprotonated to activate the catalytic
water that promotes a single-displacement attack on the ano-
meric carbon (56) and Glu223 protonates the glycosidic oxygen
making the aglycone a better leaving group. For that, the Glu223
pKa ismaintained higher than usual byAsp170 (12).However, in
contrast to classical glycoside hydrolases, ABNs contain a
fourth key residue for catalysis, an interfacing histidine (His314
in TpABN) that mediates the interaction with the metallic
cofactor (Fig. 4F). This residue is strategically located between
the two catalytic residues (3.1 and 5.1 Å fromAsp32 andGlu223,
respectively) and interacts via itsN2 atomwith calcium ion (or
sodium ion) located at the hydrated pocket. The rotameric con-
figuration of the histidine ring is maintained perpendicular to
the catalytic acid residues by interaction with the ion, prevent-
ing a specific interaction with these residues that could disrupt
the geometry of the active site. This network of interactions and
the fact that histidine mutation abolishes the catalytic activity
of GH43 enzymes (11) support the crucial role of this residue in
the catalysis. Moreover, the replacement of His by Gln, which
should preserve the ability to make hydrogen bonds with the
substrate, abolished the enzymatic activity (11), indicating a
particular correlation between the metallic cofactor and histi-
dine. These observations suggest that the positively charged ion
might have a hyper-polarizing effect on the imidazole side
chain of His314 via the N2 atom resulting in an electrophilic
character of theHis314-N1 atom.Consequently, itmight influ-
ence the charge distribution in the active site microenviron-
ment and the protonation states of catalytic acidic residues,
contributing to the functional state of catalytic residues. This
hyperpolarizing effect also explains the fact that the His3Gln
mutation terminated the catalytic activity of BsArb43B (11),
because the amide side chain of Gln is not polarizable bymetal-
lic ions. Therefore, these findings indicate that the ion-induced
hyperpolarization of histidine is essential to maintain an intact
active site configuration for catalysis.
New Routes for Arabinan Degradation—This study revealed
themolecular bases of the unique functional properties for out-
right chemical recognition and synergism in arabinan degrada-
tion of the ruminal ABNs, ARN2, and ARN3. ARN2 efficiently
degrades naturally abundant branched substrates due to pro-
found topographical adaptations in the active site interface
conferring higher accessibility, whereas all known orthologs
have preference for linear substrates. ARN3 is the first GH43
member with the ability to attack the reducing ends of the sub-
strate. This rare exo-acting operation mode is achieved by
imposing a physical barrier to the aglycone subsites, as con-
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firmed by structure-guided redesign of the active site, which
converted the ruminal exo-enzyme into a classical endo-acting
glycosidase. The combined use of exo-enzymes that preferen-
tially attack either the reducing or the non-reducing ends of the
substrate is an important synergism already observed for exo-
cellulases and now also viable for breakdown of hemicellulosic
polysaccharides. Both enzymes with their unique actionmodes
provide new routes for arabinan degradation that can impact
on technologies for conversion of plant cell-wall polysaccha-
rides into energy and chemicals.
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9.4 Estágio no exterior – Métodos de faseamento ab initio 
Resultados obtidos durante o estágio desenvolvido no grupo da Profa. Dra. Isabel 
Usón, no Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB), Espanha, onde foi 
desenvolvido o projeto intitulado “Ab initio structure solution with ARCIMBOLDO of 
Myosins and other highly helical proteins at resolutions below 2Å”, sob orientação da 
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Macromolecular crystallography is one of most important tools in structural biology, 
having contributed nearly 90% of the protein structures deposited at the Protein Data 
Bank (PDB). However, the elucidation of a macromolecular crystallographic structure 
involves several empirical and laborious steps, which limit a higher success rate. 
Besides the difficulties observed in protein expression and crystallization of well 
diffracting samples, the main intrinsic problem of crystallography is the phase problem, 
which prevents the direct solution of the structure. In the diffraction experiment, only 
the diffracted intensities and not the phases are recorded, whereas the phases are 
essential to compute the electron density map underlying the structural model. This loss 
of phase information on diffraction experiment is known as “the phase problem”. 
Classically to overcome this problem, several techniques can be used, involving heavy-
atoms (MIR, SAD, etc.) or homologous structures (molecular replacement), but the 
difficulty in obtaining properly diffracting heavy-atoms derivatized crystals and/or the 
absence of known proteins with similar structure often prevents the structure solution. 
Ab initio methods, which derive the phases directly from the native dataset, are efficient 
for small molecules; however, generally, the lack of atomic resolution (1.2 Å or better) 
and the large number of atoms preclude the use of these methods for proteins. With a 
new approach, implemented in the program ARCIMBOLDO, which uses α-helix 
fragments, the group of Prof. Isabel Usón solved protein structures with up to 420 
residues and 2 Å resolution. Thus, the initial idea of this project was extending the use 
of ARCIMBOLDO to lower resolutions (2-3 Å), using data from the PDB and from the 
MyoV-CBDs structures obtained by our group. Using the data from a deposited 
structure (4ETO) we could determine the resolution limits of ARCIMBOLDO and some 
factors that can help in medium/low resolution phasing. Our results indicate that 
datasets with resolutions between 2.0-2.5 Å show similar results in the fragment search 
step (PHASER) as high resolution datasets (1.6-1.9 Å). The main limitation found was 
the expansion step (SHELXE), but several parameterization tests performed indicate that 
decreasing the number of density modification cycles can help at medium/low 
resolution. ARCIMBOLDO was able to solve the MyoVb-CBD structure at 2.1 Å, using 
only two 22-residues-long helix fragments (7.5% of asymmetric unit content, 44 from a 
total of 396 residues). This partial structure validates the structure previously obtained 
by molecular replacement.  
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Besides the activities directly related to the project, this “BEPE” fellowship was very 
important for the student to learn more about computational tools, such as bash 
scripting, and to deepen the knowledge in crystallography.  
1 OBJECTIVE 
Apply an ab initio phasing method using the program ARCIMBOLDO to data at 
medium to low resolution and validate the MyoV-CBDs structures obtained by 
molecular replacement.  
1.1 Specific Objectives  
- Identify, in previously known helical structures, reasons for failure of the procedure at 
low resolution;  
- Test several parameters in order to adapt the ARCIMBOLDO program for data at 
medium to low resolution and proteins over 222 residues;  
- Apply the method used by ARCIMBOLDO to solve the MyoV-CBDs. 
2 MATERIALS AND METHODS 
2.1 Data used 
Initially, for test purposes we used a dataset from the Protein Data Bank (PDB) 
from the S100A4 protein (PDB code 4ETO). The 4ETO structure was chosen because 
of its structural characteristics (all helical and small) and its high resolution limit (1.54 
Å) (Table 1 and Figure 1). 
The S100A4 protein (or S100 calcium-binding protein A4) (Ramagopal et al., 
2012) is a homodimer, which contains two EF-hand motifs. The EF-hand motif is 
known to bind Ca2+ ions and displays a helix-loop-helix topology, typically composed 
by two long helices (~15 residues) and two short helices (~8 residues). The secondary 
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datasets from MyoVa-, MyoVb- and MyoVc-CBD have ideal features for this project, 
since they have high helical content and a resolution range between 2.1-2.9 Å (Figure 2 





Table2. Data processing and refinement statistics for the MyoVa-, MyoVb- and MyoVc-
CBD structures. 
 MyoVa-CBD MyoVb-CBD MyoVc-CBD 
Data collection    
X-Ray source MX2 (LNLS, Brazil) I02 (Diamond, UK) MX2 (LNLS, Brazil) 
Space group P21 C2221 P4122 
Cell dimensions    
    a, b, c (Å) 57.80, 79.49, 94.14 69.09, 78.20, 151.82 116.40, 116,40, 114.75 
    α, β, γ ()  90.00, 105.77, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 
Resolution (Å) 40.0 (2.20) 49.0 (2.07) 50.0 (2.95) 
CC1/2 a 99.7 (48.6) 99.6 (65.5) 99.9 (50.1) 
Rmeas 0.134 (1.764) 0.098 (0.610) 0.138 (2.347) 
I / σI 8.56 (0.99) 8.69 (1.56) 12.49 (0.91) 
Completeness (%) 99.4 (97.7) 97.1 (90.3) 99.6 (99.4) 
Redundancy 5.25 (4.17) 2.31 (1.97) 9.55 (9.16) 
    
Refinement    
Resolution (Å) 39.36 (2.20) 49.00 (2.07) 47.07 (2.95) 
No. reflections 41574 25402 17073 
Rwork / Rfree 0.205/0.264 0.189/0.232 0.222/0.274 
No. atoms    
    Protein 5242 2967 2950 
    Ligand/ion 10 8 0 
    Water 92 206 7 
B-factors    
    Protein 64.00 37.70 159.00 
    Ligand/ion 129.60 46.20 - 
    Water 58.20 40.60 113.70 
R.m.s. deviations    
    Bond lengths (Å) 0.002 0.009 0.004 
    Bond angles () 0.598 0.900 0.754 
Ramachandran (%)  
    Favored, allowed, outliers 96.91, 2.95, 0.14 97.2, 1.65, 0.83 92.2, 6.13, 1.67 
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In ARCIMBOLDO the PHASER parameters are optimized to deal with difficult 
searches in this particular scenario, as just a small fraction, yet highly accurate, of the 
asymmetric unit content is used as a search fragment. Another important function 
implemented in ARCIMBOLDO is the clustering of solutions generated by PHASER, 
i.e. grouping similar solutions together and thus allowing a better classification and joint 
use of the solutions found in the next steps of the program (expansion, location of next 
fragment). Once the substructure, a fragment or n copies of this fragment, is located by 
PHASER, it will be used as input model for the expansion stage. 
In the expansion stage the phases derived from the fragment found by PHASER 
are used as initial set of phases for the substructure expansion using SHELXE. The 
expansion is performed through density modification and autotracing using the full 
resolution of the data or enhancing it through data extrapolation (Usón et al., 2007). The 
classification of the solution is performed through the correlation coefficient (Fujinaga 
and Read, 1987) characterizing the mainchain traced by SHELXE (CC), where a CC > 
25%, in normal cases (resolution 2.0 Å or better), normally indicates that a correct 
solution was found. 
In the last version of the program all results (PHASER figures of merit, CC from 
SHELXE, etc.) and links for the best model trace (best.pdb) and phases (best.phs) are 
displayed in a html file in a user friendly way. This html file can be used to monitor the 
progress of the run in real time, just updating the page in an internet browser. 
For this project we used the last versions of the PHASER and SHELXE available 
at that time (PHASER 2.5.5 and SHELXE 2013/3). 
For more details about the programs please see: Rodríguez et al. (2009) and 
Rodríguez et al. (2012) (ARCIMBOLDO); Sammito et al. (2013) (BORGES); McCoy et 
al. (2007) and McCoy (2007) (PHASER); Sheldrick (2010) and Sheldrick (2008) 
(SHELXE). 
Coot (Emsley et al., 2010) and PyMOL1.5 (Schrödinger, 2010) were used to 
analyze structure and maps, and prepare structure figures. 
 
2.3 Grid computing 
As ARCIMBOLDO is very demanding in terms of computational power, all data 
processing was performed in a grid. In this project we used a local Condor grid 
(Tannenbaum et al., 2002), made up of 100 nodes totalling 175 Gflops and on a remote 
159
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grid with 248 nodes and 500 Gflops on the supercomputer Calendula from the FCSCL 
in León, Spain (www.fcsc.es). 
 
 
3 RESULTS AND DISCUSSION 
This report is related to the BEPE fellowship 2013/12370-7, which is linked to 
the doctorate project 2009/14257-8. The background information about this project can 
be found in the “BEPE project”. 
 
3.1 A study-case from PDB – 4ETO structure 
In order to identify the limits of the phasing methods underlying ARCIMBOLDO 
(Rodríguez et al., 2009) and some parameters that can be important for the success of 
the phasing procedure, we performed a series of tests cutting the resolution in steps of 
0.1 Å from 1.6 to 3.0 Å of the 4ETO data deposited at PDB (Ramagopal et al., 2012). 
The availability of high resolution data from an ideal case (low-molecular weight with 
193 aminoacids in the asymmetric unit and all helical topology), like 4ETO, is 
important to test new hypotheses to solve low/medium resolution structures and allow 
us to make more detailed post-mortem analysis of the results, such as the calculation of 
the F-weighted mean phase error (wMPE). 
Previous to the resolution tests, we checked if ARCIMBOLDO was able to solve 
the 4ETO structure. As expected, the structure was solved by ARCIMBOLDO using 
default parameters and the full resolution data from 4ETO (1.56 Å) starting from two 
helices of 14 alanines each and reaching a CC well over 36%. ARCIMBOLDO could 
also solve the 4ETO structure using data from 1.6 to 2.0 Å, as expected (Rodríguez et 
al., 2009). From 2.1 to 3.0 Å the program could not solve the structure, giving a 
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Despite the observed CC of 23.01% for the 2.4 Å data of 4ETO (Figure 4C), a 
correct solution was not found. The high wMPE and inspection of the map revealed a 
wrong solution. These initial results indicate that the values of the CC between 20-30% 
found at medium and, mainly, low resolution can be only an artefact and do not indicate 
a correct solution. In medium/low resolution cases we should always check the maps 
and/or wMPE values, when it is possible. 
As ARCIMBOLDO relies on two fundamental steps, the correct location of the 
fragment (made by PHASER) and the expansion of this substructure (made by 
SHELXE), we checked which step was limiting for phasing of low resolution data 
(McCoy et al., 2007). 
Using only the output from the fragment search step we could compare the 
fragments found by PHASER against the final structure and check if PHASER had 
located them correctly. In this way, we calculated the CC and wMPE values and 
checked the position in the asymmetric unit of the initial fragments located by PHASER. 
In Figure 5, we can observe that the values of the wMPE for the fragments found by 
PHASER are very similar from 1.6 to 2.4 Å. Besides that, the fragment position, shown 
in Figure 6, indicates that even at 2.4 Å with only two fragments PHASER could find a 
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The results shown in Figures 5 and 6 confirm that PHASER can locate correctly 
the fragments in a resolution range from 1.6 to 2.4-2.5 Å (or even up to 3.0 Å; Figure 
6), indicating that this step is not limiting the phasing of medium resolution data for this 
test case. Thus, probably, ARCIMBOLDO limitations for the medium/low resolution 
phasing come from the SHELXE step. 
To test if the limitations of the SHELXE in low resolution cases depend only on 
the correct parameterization of the program in this specific case we performed a large 
scale parameterization test changing more than 10 parameters isolated and/or 
simultaneously generating more than 1500 different runs for each substructure tested (2-
4 fragments at 2.4Å) (Figure 7). To perform these tests four helical fragments of 14-
residues each, including side chains were extracted from the final structure (4ETO), and 
used as input substructure to perform the expansion with SHELXE. This procedure 
ensures that the correctness of the location of the fragments is not limiting the 
expansion step and the presence of the side chains adds more information for the 
phasing process, since the initial fragments have more atoms than poly-Ala fragments. 
Parameters, such as the number of density modification cycles (-mN, where N is 
the number of cycles) and the fragment phases weight (-F), are highlighted in the graphs 
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Moreover, when we analyse the CC and wMPE values from initial fragments 
found by PHASER (Figure 8) we can observe that a lot of PHASER results at 
medium/low resolution are very similar to those found at high resolution. In the range 
2.0-2.5 Å not only the values are similar but also the distribution and at a lower 
resolution (2.6-2.8 Å) some correct values can be found still. This indicates that 
increasing the number of solutions from PHASER that go into expansion with SHELXE 
also increases the probability of getting the correct solution, mainly for resolutions from 
2.0 to 2.4 Å. 
New approaches based on the improvement of the fragments localized by 
PHASER, such as the addition of side chains based on sequence and secondary structure 
prediction with SCWRL4 (Krivov et al., 2009) or Rosetta (Kuhlman and Baker, 2000), 
are in development. These approaches seem to be more promising, since they will help 
the expansion step through the addition of more atoms (side chains) to the starting 
fragment, providing more information for phasing. Besides, another strategy to get a 
correct solution could be increasing the number of solutions from PHASER that go into 
the expansion step. If all solutions from PHASER could be expanded by SHELXE 
probably we would get a correct solution in the end, but it is limited by computational 
availability, since SHELXE is the most demanding step. However, increasing the 
solutions to be expanded to 20 or even 50 should help in difficult cases. 
 
3.2 The ab initio solution of the human MyoVb-CBD structure 
The solution of the structure of the CBDs from the human class V myosins can 
be considered, initially, as a difficult case given the number of atoms expected in the 
asymmetric unit and the quality of the data for this phasing method (low/medium 
resolution, anisotropic diffraction, etc.) (Table 2). The most favorable case was the 
MyoVb-CBD data, mainly because it has the highest resolution among the available 
datasets. 
All structures of the MyoV-CBDs were first solved using different molecular 
replacement strategies, as described in Nascimento et al. (2013). For the ab initio 
solution with ARCIMBOLDO (Rodríguez et al., 2009) we used the 2.07 Å data from 
MyoVb-CBD. The known structures are of course known to be mainly helical, but 
following the same procedure as for an unknown structure, we should start from a 
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Although the resolution is not so far from the known limits, the most impressive 
result in this case was the possibility to solve a large protein with only a small fraction 
of the final model. To solve the MyoVb-CBD only 7.5% of the asymmetric unit content 
was used (222 from a total of 2967 non-hydrogen protein atoms). Even if we consider 
the final solution, with three fragments, which generate an almost complete trace for the 
backbone, only 11.3% of the asymmetric unit content was used.  
The results from the solution of the MyoVb-CBD structure show the power of 
this method even for diffraction data at medium resolution and large protein molecules 
(~50 kDa). 
 
3.3 The ab initio solution attempts of the human MyoVa-CBD structure 
The solution of MyoVa-CBD, as well as of the MyoVc-CBD, is expected to be 
very difficult given their resolution limits. Based on the tests made with the 4ETO 
structure, it would be almost impossible to solve MyoVa-CBD and MyoVc-CBD 
structures, but due to the successful test with MyoVb-CBD we tried to solve the 
MyoVa-CBD as well. 
Besides the lower resolution, the MyoVa-CBD crystal has two molecules in the 
asymmetric unit (723 residues, ~5830 non-hydrogen atoms), at least twice more than the 
MyoVb-CBD asymmetric unit content. 
Several attempts were performed to try to set the best combination of parameters 
(PHASER and SHELXE parameters), but ARCIMBOLDO was not able to solve the 
MyoVa-CBD structure. The best result obtained is shown in the Figure 12 (McCoy et 
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improve the fragments for SHELXE, such as side-chain modeling or maintaining the 
original fragments through autotracing, may lead to successful phasing.  
The ab initio solution of the CBD-MyoVb with ARCIMBOLDO was an 
important result, since the resolution was lower than the previous cases (2.1 Å) and the 
protein was solved using only two 22-residue-long helices as search fragments (7.5% of 
asymmetric unit content, 44 from a total of 396 residues). 
Considering that about 30% of the PDB is composed by protein with 
approximately 50 kDa and 2.1 Å resolution or better, the result obtained with CBD-
MyoVb shows the great potential of this method, since it was solved ab intio, using only 
a native dataset, at 2.1 Å. Our results indicate that the extension of the use of 
ARCIMBOLDO to medium/low resolution data is possible, identify ways of improving 
the expansion stage in the future and it will be very important for structural biology, 
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Aims of the tutorial
In this tutorial we will show how to launch ARCIMBOLDO in order to solve ab initio a 360
aminoacids helical structure at 2.1 Å and analyze the output of the program.
Data tutorial: tutorial files
Experimental details – human MyoVb-CBD- structure (4J5M)
The myosin Vb cargo-binding domain (MyoVb-CBD) is the globular tail domain that within the
myosin Vb motor protein is responsible for direct interaction with the cargo. MyoV-CBDs are helical
domains that display a structural scaffold consisting of two four-helical bundles connected by a long
α-helix. The fold is stabilized by a C-terminal extension and a small β-sheet formed by the N- and C-
termini of this domain . The secondary structure prediction (obtained from PSI-PRED server)2 is
consistent with this topology (Figure 1).
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Figure 1. PSI-PRED secondary structure prediction for the MyoVb-CBD sequence.  It shows
that MyoVb-CBD is mainly composed by α-helices including four 22 residue long helices.
To run ARCIMBOLDO any source of structural information can be used to define an initial
hypothesis, such as secondary or tertiary structure predictions. Information on the folds obtained by
biophysical techniques (e.g. circular dichroism) or functional data (presence of some functional
conserved motif / domain) can also be exploited to base an initial approach.
Figure 2. The crystal structure of MyoVb-CBD, 4J5M. The asymmetric unit contains one
molecule with 363 residues. The structure is shown highlighting the secondary structure (red, α-
helices; beta-strands, yellow; and coils, green). The presence of the several long and straight
helices will be the base for the structure solution with ARCIMBOLDO in this case. This figure was
prepared using Pymol .3
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Step by Step tutorial
For this tutorial we will need only the reflection file in two formats (.mtz and .hkl). All required files
can be downloaded here. The model to search will be an ideal helix that is defined internally, in the
program just from its length. For other uses of ARCIMBOLDO, you may input any model in PDB
format. For example, you can provide a specific model, such as a helix extracted from another
structure with the side chains. If you only have one of the required reflection file formats, you can
use the CCP4  programs MTZ2VARIOUS and F2MTZ to convert an .mtz file to .hkl and an .hkl file to
.mtz, respectively. After downloading and installing ARCIMBOLDO (see instructions here), you are
ready to follow this tutorial.
Input
We need 3 files in order to run ARCIMBOLDO:
.mtz (CCP4 reflections file-format; h k l F SIGF);
.hkl (SHELXE reflections file format; HKLF-4 format, h k l F² sigF²);
.bor (input parameters file for ARCIMBOLDO);
Configuration .bor  file:
The instructions needed to define a search within ARCIMBOLDO (such as reflection data,
molecular weight and other parameters) should be given in a configuration .bor file. A default .bor file
is provided with ARCIMBOLDO and can be used to run the program. You just need to provide
specific values for your case and may leave general parameters at their default values, as shown
below.
























General setup parameters such as the connection definition need to be defined, but could be kept
constant for a given laboratory once established. To run calculations on a remote grid, set
use_remote_grid as True. There are two options to access the remote grid. In
remote_frontend_passkey either provide the passkey, or set to False and let ARCIMBOLDO ask
you for the password.
Some parameters are particular to the case and you will need to define them, such as local paths.
One of the simpler ones, yet essential is the name of the job, as it defines a table in the BORGES-
ARCIMBOLDO database and you can overwrite former results without realizing it (i.e. with the name
“test”).
Parameters for the molecular replacement steps such as definition of the contents of the
asymmetric unit must be setup. As we have seen that there are four long helices both in our
structure and in the prediction, we will give the variable fragment_to_search a value of four copies of
our search model, that it is defined with the parameter helix_length. This means that ARCIMBOLDO
will search four times for an ideal polyalanine helix of 22 residues.
A command line for the SHELXE  step of the algorithm is defined. The default values are sensible
ones, but you can change them if required. In order to fine tune your run according to the computing
capacity, you can set the variables topExp_1 and topExp_n. They correspond to the number of top
solutions according to their initial CC that will be sent to expansion and autotracing after placement
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of a fragment. topExp1 refers to the first fragment, and as search is sequential and increases
exponentially the number of solutions, it is advised to increase the number of solutions to expand on
topExp_n compared to topExp_1. In general, for a difficult case and/or if you have CPU time
available, you can use higher values.
Execution
You can run the program interactively, getting the output displayed on the screen and inputting the
password manually. The other option is to do it in background, redirecting an input file with the




ARCIMBOLDO.py myo5b.bor < password >& logfile.log&
Output and Results
ARCIMBOLDO will generate several files related to the PHASER  and SHELXE  runs. Per each
step in the search (rotation, translation, packing, etc), there will be a folder with the output. An
overall analysis and a summary of the run can be found in the html output produced. This file is
updated during the run and can be opened in an internet browser (Google-Chrome, Firefox, etc.). It
summarizes values for the figures of merit in all the steps.The program will save files corresponding
to the best scoring solution, whether solved or not, in the working directory:
best.pdb contains the coordinates for the poly-Ala chain with the highest CC traced by SHELXE.
You can use this file as input for model building. It also contains a remark with the CC of that
solution. For data to a resolution of 2 Å or better, a correlation coefficient for the mainchain traced
above 25%, indicates that probably your structure was solved!
best.phs contains the structure factors and phases generated by SHELXE . You can open this





Fig 3. The myo5b_2.html. In this file you can find a summary of the run and figures of merit from
PHASER  and SHELXE , such as RFZ, TFZ, LLG, CC, tracing statistics. This file can be reloaded
during the run (reload button of your browser) to check the results interactively. You can open this
file here.
As you can observe in the html file, in this case the structure is already solved after location of the
second fragment, with a high TFZ and initial CC. By default the program stops after finding a
solution with CC over 25%. In this case, it was set to continue, and it can be seen that the CC
increases after location of the third and fourth fragments, where correct and more complete
solutions were found. At the bottom of the file you can find the links to the .pdb of the best solution




Figure 4. Structure traced and maps for MyoVb-CBD structure solution showed in COOT .
The main-chain traced by SHELXE5 shows a good agreement with the electron density map and
some side-chains can already be identified at this step.
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